Avanços sobre a neurotoxicidade induzida pelo pesticida organofosforado malation em modelos experimentais com camundongos by Silva, Aline Preve da
 1
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 
CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM NEUROCIÊNCIAS 
 
 
 
 
 
 
 
AVANÇOS SOBRE A NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELO PESTICIDA 
ORGANOFOSFORADO MALATION EM MODELOS EXPERIMENTAIS COM 
CAMUNDONGOS  
 
 
 
 
 
 
ALINE PREVE DA SILVA 
 
 
 
 
 
Dissertação apresentada ao Curso de Pós-Graduação 
em Neurociências do Centro de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal de Santa Catarina, como requisito 
parcial para a obtenção do Título de Mestre. 
 
 
 
 
 
 
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Farina 
Departamento de Bioquímica 
 
 
 
 
 
 
 
 
Florianópolis, outubro de 2007. 
 2
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 
CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM NEUROCIÊNCIAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AVANÇOS SOBRE A NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELO PESTICIDA 
ORGANOFOSFORADO MALATION EM MODELOS EXPERIMENTAIS COM 
CAMUNDONGOS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                              ALINE PREVE DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Farina 
Departamento de Bioquímica 
 
 
 
 
 
 
 
 
Florianópolis, Outubro de 2007. 
 3
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AVANÇOS SOBRE A NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELO PESTICIDA 
ORGANOFOSFORADO MALATION EM MODELOS EXPERIMENTAIS COM 
CAMUNDONGOS  
 
 
 
 
 
 
 
 
ALINE PREVE DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
Dissertação apresentada a Universidade Federal de 
Santa Catarina como requisito parcial para a obtenção 
do Título de Mestre em Neurociências. 
 
 
 
 
 
                                                  Orientador: Prof. Dr. Marcelo Farina 
 
 
 
 
Florianópolis, Outubro de 2007. 
 4
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A alegria está na luta, na 
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envolvido. Não na vitória 
propriamente dita.  
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RESUMO 
 
 
 
O pesticida organofosforado (OF) Malation é um composto utilizado como inseticida 
em áreas urbanas e rurais. Sabe-se que a toxicidade dos OFs é atribuída à inibição da 
enzima acetilcolinesterase (AChE), causando neurotoxicidade tanto em humanos quanto em 
animais. Além da inibição da AChE, a toxicidade dos OFs está também relacionada com as 
propriedades pró-oxidantes desses compostos. Um dos objetivos deste trabalho foi 
investigar a contribuição exclusiva da exposição ao malation através do leite materno sobre 
a atividade da AChE, bem como sobre parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse 
oxidativo (níveis de glutationa, peroxidação de lipídeos e atividade das enzimas glutationa 
peroxidase e glutationa redutase), no encéfalo de camundongos (genitoras e prole). As 
genitoras foram expostas ao malation através de injeções diárias e subcutâneas nas doses 
de 20, 60 e 200 mg/kg do peso corporal, durante o período lactacional (1º ao 21º dia pós-
natal). Após a ultima injeção, dois animais de cada prole e suas respectivas genitoras foram 
sacrificados por decapitação. Removeu-se o encéfalo para a análise das variáveis 
bioquímicas. Os resultados mostraram que a exposição lactacional ao malation causou um 
alto efeito inibitório na atividade do AChE no cérebro da prole, mesmo quando as mães 
foram expostas à menor dose do malation (20 mg/kg). A atividade da AChE cerebral 
também foi inibida nas mães; entretanto, somente na dose mais elevada do composto (200 
mg/kg). Nenhuma mudança foi observada nos parâmetros bioquímicos relacionados ao 
estresse oxidativo, tanto nas mães quanto nas proles. Esta fase do estudo mostra que a 
exposição (via lactação) de camundongos neonatos ao malation inibe a atividade da AChE 
no cérebro da prole. Este dado, somado ao fato de que os pesticidas OF são excretados no 
leite materno, torna relevante a exposição lactacional a estes xenobióticos em termos de 
interesses a saúde humana. 
Sabe-se que o tratamento antídoto para a intoxicação por malation, que é baseado na 
combinação de atropina e um reativador da enzima acetilcolinesterase (principalmente a 
pralidoxima), não é suficientemente eficaz. Desta forma, o outro objetivo deste trabalho foi 
avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas inéditas (K027 e K048) na reversão do 
efeito inibitório na atividade da AChE e na eliminação do estresse oxidativo em córtex pré-
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frontal de camundongos expostos ao malation. Para este propósito, utilizaram-se 
camundongos adultos. O malation foi administrado subcutaneamente na dose de 1 g/kg. As 
oximas inéditas K027 e K048 (1/4 da LD50, dissolvidas em salina, i.p) foram administradas 
imediatamente após o malation e o sulfato de atropina (20 mg/kg, dissolvido em salina i.p). A 
atividade da AChE e os parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo (níveis 
glutationa, atividade da glutationa peroxidase e redutase, e peroxidação lipídica) foram 
avaliados no córtex pré-frontal destes camundongos em dois tempos diferentes (3 e 24 
horas após a exposição). Os resultados do experimento mostraram que atividade da AChE 
cérebro-cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida (em torno de 55 %) 
em 3 horas e se manteve inibida até 24 horas após a exposição ao malation. Nem a atropina 
nem as oximas foram capazes de eliminar a inibição da AChE cortical provocada pelo 
malation em 3 horas após o tratamento. A oxima K027 (em combinação com a atropina) 
impediu completamente a ocorrência de efeito inibitório do malation na atividade da AChE 
no córtex pré-frontal em 24 horas após o envenenamento. A oxima K048 (em combinação 
com a atropina) diminuiu significativamente, mas não completamente, o efeito inibitório do 
malation na atividade da AChE no córtex pré-frontal em 24 horas após envenenamento. A 
exposição aguda ao OF malation causou um aumento significativo na peroxidação de 
lipídeos no córtex pré-frontal dos animais. O aumento da peroxidação lipídica foi observado 
somente em 24 h após a administração do malation. A oxima K027 foi capaz de diminuir 
notavelmente a peroxidação lipídica no córtex pré-frontal de camundongos adultos em 24 h 
após intoxicação com malation. Estes resultados demonstraram que as oximas inéditas 
K027 e K048 foram capazes de reativar a enzima AChE no córtex pré-frontal de 
camundongos expostos ao malation. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a 
peroxidação lipídica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possível ligação entre a 
super-estimulação do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no córtex pré-frontal de 
camundongos após a exposição ao malation. Tendo em vista que os tratamentos 
disponíveis (baseados em oximas) para intoxicações por malation parecem ser pouco 
eficazes, os dados do presente estudo são muito importantes porque apontam para as 
oximas assimétricas da série K como antídotos promissores para os casos de intoxicação 
por este pesticida. 
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ABSTRACT 
 
The organophosphate pesticide (OP) Malathion is a compound used as 
insecticide in urban and agriculture areas. It is known that the toxicity of the OF is 
attributed to inhibition of the enzyme acetilcolinesterase (AChE), inducing neurotoxicity 
in both animals and humans. In addition to the inhibition of AChE activity, OP-induced 
toxicity is also related to the pro-oxidative properties of these compounds. One of the 
objectives of this study was to investigate the exclusive contribution of malathion 
exposure through maternal milk in the activity of acetylcholinesterase (AChE), as well 
as on biochemical parameters related to the oxidative stress (glutathione levels, lipid 
peroxidation and glutathione reductase and glutathione peroxidase activities) in the 
mice brain (dams and pups). The mothers were exposed to malathion through daily 
subcutaneous injections in the doses of 20, 60 and 200 mg/kg of the body weight, 
during the lactational period (1º st to 21º st postnatal day). After the last injection, two 
animals of each offspring and its respective mothers were killed by decapitation. And 
brain removed for the biochemical analyses. The results showed that the lactacional 
exposure to malathion caused a high inhibitory effect in the activity of AChE in the brain 
of the offspring, even when mothers were exposed to the lowest malation dose (20 
mg/kg). Brain AChE activity was also inhibited in the mothers; however, only at the 
highest malathion dose (200 mg/kg). No changes were observed in the biochemical 
parameters related to the oxidative stress for both dams and pups brains. This part of 
the study shows that the exposure of neonatal mice to malathion via lactation inhibits 
the activity of brain AChE in the offspring. These data, added to the fact that OP 
pesticides are excreted in human milk, makes relevant the lactational exposure to these 
xenobiotics in terms of human health concerns. 
It is well known that the antidote treatment for malathion poisoning, which is 
based on the combination of atropine sulfate and reactivators of the enzyme AChE 
(mainly pralidoxime), is not completely effective. In this regard, another objective of this 
work was to evaluate the potential beneficial effect of two inedit oximes (K027 and 
K048) in the reversion of the inhibitory effect in AChE and in the elimination of oxidative 
stress in the prefrontal cortex of adult mice exposed to malathion. Malathion was 
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administered subcutaneously at a dose of 1 g/kg. Oximes K027 and K048 (1/4 of the 
LD50, dissolved in saline, i.p) were administered immediately after malathion and 
atropine sulfate (20 mg/kg, dissolved in saline, i.p.). AChE activity and biochemical 
parameters related to oxidative stress (glutathione levels, glutathione peroxidase and 
glutathione reductase activities, and lipid peroxidation) were evaluated in mouse 
prefrontal cortex at two different timepoints (3 or 24 h after malathion poisoning). The 
results of the experiment showed that malathion markedly inhibited cortical 
acetylcholinesterase activity (around 55 %) at 3 h after malathion challenge and such 
inhibition was maintained until 24 h after poisoning. Nor the atropine nor the oximes 
were able to eliminate malathion-induced cortical acetylcholinesterase inhibition at 3 h 
after poisoning. The oxime K027 (in combination with atropine) completely eliminated 
the inhibitory effect of malathion in cortical AChE activity at 24 h after malathion 
administration. The oxime K048 (in combination with atropine) significantly decreased 
malathion-induced AChE inhibition at 24 h after poisoning, but not completely. The 
acute exposure to the OP malathion markedly increased lipid peroxidation in the 
prefrontal cortex of adult mice. Such phenomenon was observed only at 24 h after 
malathion administration. The oxime K027 was able to significantly decrease malathion-
induced lipid peroxidation in the prefrontal cortex of adult mice in 24 h after malathion 
eposure. These results demonstrate that the oximes K027 and K048 are able to 
reactivate malathion-inhibited AChE in the mouse prefrontal cortex after acute 
malathion exposure. Moreover, the protective effect of the oxime K027 on malathion-
induced lipid peroxidation at 24 h after poisoning suggests a potential link between the 
hyperstimulation of the cholinergic system and oxidative stress in the mouse prefrontal 
cortex after malathion exposure. Because the available oxime-based treatment against 
malathion poisoning appear to be ineffective, the present data are very important 
because in they rendering asymmetric bispyridinium oximes of the K-series as 
promising antidotes for malathion poisoning. 
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1. INTRODUÇÃO 
  
 Agrotóxicos 
 
Dentre os argumentos utilizados por aqueles que estimulam o uso de defensivos 
agrícolas, destacam-se o crescimento da população mundial e a conseqüente necessidade 
de aumento da produção para suprir a demanda alimentar, servindo de pretexto para 
justificar o incentivo a esta prática. Entretanto, quando se constata o desperdício nas 
centrais de abastecimento, bem como a poluição ambiental e o risco potencial a saúde 
humana, conclui-se que interesses financeiros vêm sendo colocados à frente da saúde da 
população mundial. Neste contexto, intoxicações por inseticidas têm se tornado um 
problema de saúde pública em nossa sociedade (Abdollahi et al., 2004a; Assini, 2005). 
 O termo “agrotóxico” é definido pela Lei Federal nº. 7 802, regulamentada pelo 
Decreto nº. 98 816, no seu artigo 2, inciso I da seguinte forma: 
a) produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso 
nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos 
agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros 
ecossistemas e de ambientes urbanos, hídricos e industriais. Produtos cuja finalidade 
seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa 
de seres vivos considerados nocivos; 
b) as substâncias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, 
estimuladores e inibidores de crescimento. 
Estas substâncias podem ser classificadas quanto à praga que combatem em: 
herbicida, fungicidas, raticidas, nematicidas, inseticidas, acaricidas e molusquicidas 
(OMS, 1996). 
 O emprego de produtos químicos inorgânicos para o controle de pragas remonta as 
civilizações mais antigas. O uso do arsênio e o cobre como inseticidas foi recomendado 
pelos chineses no século XVI. No século seguinte, a nicotina e o crisântemo foram os 
primeiros inseticidas de origem natural a serem utilizados (Cremlyn, 1991; Rusyniak e 
Nañagas, 2004). 
 Quanto aos pesticidas organofosforados, em 1936, o químico Alemão Gerhard 
Schrader sintetizou uma série de compostos organofosforados (OFs) com uso potencial 
como inseticidas. Schrader conduziu trabalhos que levaram a descoberta dos “agentes 
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nervosos”, especialmente o sarin, tabun e soman, os quais foram, posteriormente, 
aplicados como agentes químicos em ataques terroristas na Guerra Militar (Kuca et al., 
2005; Kassa e Kunesova, 2006; Khurana e Prabhakar, 2000; Rusyniak e Nañagas, 
2004). 
 Zanin e colaboradores (1992) sugerem que o primeiro agrotóxico utilizado no Brasil 
tenha sido o hexaclorocicloexano (BHC), classificado como composto organoclorado. A 
expansão de seu uso ocorreu na década de 60, acompanhando o processo de 
modificação da estrutura agrária, com a penetração do capitalismo no campo através da 
introdução de máquinas e insumos agrícolas. Nos anos 70, com a implantação dos 
Planos Nacionais de Desenvolvimento Agrícola e de Fertilizante e Calcário, o Banco do 
Brasil concedia financiamentos agrícolas com 15% do crédito atrelado à “aplicação de 
tecnologia moderna”, dando início a um novo modelo agrícola baseado no uso intensivo 
de agrotóxicos e na total dependência tecnológica de multinacionais fornecedoras de 
insumos e sementes (Zanin et al., 1992). 
 As conseqüências do uso estimulado de agrotóxicos refletem-se nos índices de 
intoxicações induzidas por estas substâncias, seja no campo ou em áreas urbanas. No 
Brasil, segundo estatísticas do Sistema Nacional de Informações Tóxico - 
Farmacológicas (SINITOX/FIOCRUZ), no ano de 2003, foram registrados 
aproximadamente 8.500 casos de intoxicação por agrotóxicos de uso rural e doméstico. 
Na região Sul estão 24% destes casos, no referido ano. 
 Em um estudo detalhado da realidade das intoxicações humanas por agrotóxicos em 
Santa Catarina, no ano de 2006, o Centro de Informações Toxicológicas (CIT) atendeu 
944 pessoas com diagnóstico de intoxicação por agrotóxicos. Os inseticidas foram à 
classe de uso majoritariamente implicada nas intoxicações, e os compostos OFs, 
especialmente o Malation, esteve envolvido como o principal contaminante em casos de 
intoxicações humanas no Estado. Em 18% dos casos, a intoxicação foi devido a 
exposição ocupacional e cerca de 34 % dos casos foram por tentativas de suicídios. 
 
1.2. Compostos Organofosforados (OFs) 
 
 Os pesticidas são amplamente utilizados tanto no âmbito agropecuário (aumento da 
produção de alimentos, erradicação de insetos, controle de vetores de doenças, 
horticultura e na medicina veterinária para o tratamento de ectoparasitas) quanto urbano 
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(programas de saúde pública). Os pesticidas mais utilizados na agricultura são os 
compostos organofosforados (OFs), os quais são grupos de compostos químicos 
derivados do ácido fosfórico e tiofosfórico, que são aplicados como inseticidas. A 
estrutura geral dos compostos OFs está representada abaixo (Abdollahi, 2004b; 
Brocardo, 2004; Costa, 2006; de Silva, 2006). 
 
                                         
 
Figura 1: Estrutura geral dos compostos organofosforados. O átomo de fósforo (P) pode estar ligado 
através de uma dupla ligação com o oxigênio (O) ou com o enxofre (S).  
R1 e R2 representam grupos alcoxil.  X= grupo substituível. Adaptado de Costa, 2006 
 
O uso generalizado desses compostos tem causado poluição ambiental bem como 
risco potencial à saúde, incluindo casos crônicos e agudos de intoxicações, tanto em 
animais quanto humanos (Abdollahi, 2004b). Além disso, alguns dados revelam que os 
mesmos podem ser utilizados em tentativas de suicídio (Costa, 2006; Maroni et al., 
2000), corroborando com as estatísticas do estado de Santa Catarina. 
Como exemplo de compostos OFs estão: o malation, o paration, o diazinon, o fention, 
o diclorvos, o clorpirifos, o ecotiofato, o isoflurofato, o triclorfon, os quais podem ser 
facilmente encontrados em estabelecimentos comerciais de produtos agropecuários 
(Maroni et al., 2000; Kushik e Chandrabhan, 2003; Petroianu et al, 2006). 
A exposição aos OFs geralmente ocorre em pessoas que estão em contato com tais 
produtos químicos em conseqüência de sua ocupação, no hábito de comer durante o 
trabalho, no preparo do produto, ou indivíduos que residem próximo aos locais de 
armazenamento desses produtos. No entanto, a população em geral se expõe através 
da propagação dos produtos químicos no ambiente pelo consumo de alimentos 
contaminados, além das intoxicações intencionais (homicídio e suicídios) (de Silva, 
2006). 
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Estes compostos são absorvidos pelo organismo humano por via dérmica, 
respiratória e digestiva. A absorção por via oral assume importância nas intoxicações 
digestivas, principalmente em crianças em casos acidentais, e em adultos através do 
consumo de alimentos contaminados (Cavalieri et al., 1996; Larini, 1996; Maroni et al., 
2000; Kushik e Chandrabhan, 2003; Aluigi et al., 2005; Rusyniak e Nañagas, 2004).  
Por via respiratória, pode haver absorção durante a elaboração das formulações 
comerciais, nos indivíduos que aplicam estes compostos sob a forma de pulverização 
sem tomar as medidas de proteção tendo em vista o desconhecimento em relação ao 
poder tóxico dos defensivos agrícolas por parte dos agricultores (Carvalho e Ribeiro, 
2001). 
Após absorvidos, os OFs interagem quimicamente e inibem a função de, 
principalmente, dois tipos de proteínas (enzimas da classe das acetilcolinesterases - 
AChEs): 
a) acetilcolinesterase específica, verdadeira ou acetilcolinesterase, (AChE) 
encontrada principalmente nas sinapses do SNC, periférico parassimpático e junção 
neuromuscular;  
b) butirilcolinesterase, pseudocolinesterase ou acetilcolinesterase inespecífica 
(BChE), encontrada no plasma, no intestino e, em menor concentração, em outros 
tecidos. A AChE está também presente nos eritrócitos (Carvalho e Ribeiro, 2001; Kushik 
e Chandrabhan, 2003; Costa et al., 2004).   
Os OFs podem sofrer metabolismo, principalmente a nível hepático, podendo resultar 
em metabólitos tóxicos (inibidores de enzimas colinesterases). Nesse sentido, Costa 
(2006) explica as principais vias metabólicas envolvidas na biotransformação dos 
compostos OFs. Em compostos que possuem, na sua estrutura química, uma dupla 
ligação entre os átomos de enxofre e fósforo (P=S), é necessário que ocorra uma 
bioativação metabólica para que sua atividade biológica (inibição de enzimas 
colinesterases) seja manifestada. Em contraste, os compostos OFs que possuem P=O 
em sua estrutura química são inibidores efetivos da enzima AChE, sendo desnecessário 
um processo metabólico para que exerçam sua ação biológica. Essa bioativação 
consiste em uma desulfuração oxidativa realizada por enzimas Citocromo P 450 
(principalmente no fígado), resultando na formação de um “oxon”. 
 Costa (2006) cita outra importante classe de enzimas chamadas fosfotriesterase 
(também conhecidas como A-esterases) que desempenham suas atividades catalíticas 
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hidrolisando os compostos OFs, desempenhando um importante papel na sua 
detoxificação. Uma representante desta classe é a enzima Paraoxonase (PON 1), que 
possui a capacidade de hidrolisar os compostos oxons dos OFs. A baixa atividade desta 
enzima, que ocorre principalmente em crianças com menos de 2 anos, é um fator que 
aumenta a toxicidade de certos compostos oxons dos OFs (Furlong et al., 2005). 
 Outras reações de hidrólises, porém não-catalíticas, também ocorrem quando 
compostos OFs fosforilam resíduos de serina das esterases, classificadas como B-
esterases, as quais são inibidas durante uma exposição aos compostos OFs. As 
carboxilesterases, butirilcolinesterases e acetilcolinesterases são exemplos de B-
esterases. Em particular, a carboxilesterase também efetua uma hidrólise catalítica no 
composto OF malation, o que o torna menos tóxico aos mamíferos. Os OFs não são 
acumulados no organismo humano, sendo facilmente degradados e excretados, 
principalmente através da urina, quase sempre nas primeiras 24 horas (Costa, 2006). 
 
1.2.1. Toxicidade dos OFs 
 
 Existe um consenso na literatura sustentando a hipótese de que a ação tóxica dos 
compostos OFs está relacionada à inibição de numerosas enzimas, porém, as esterases 
parecem ser as mais importantes clinicamente. A inibição da acetilcolinesterase (AChE), 
através do processo de fosforilação do grupo hidroxila do resíduo de serina da enzima, 
leva à inativação da mesma. Com isso, a hidrólise da acetilcolina (Ach) será 
comprometida, levando ao acúmulo deste neurotransmissor nas sinapses do sistema 
nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). Desta forma, haverá uma 
hiperestimulação dos receptores muscarínicos e nicotínicos (receptores colinérgicos) 
desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que caracterizarão a “síndrome 
colinérgica” (Rusyniak e Nañagas, 2004; Slotkin, 2004; Ankarberg, 2004; Roberts e 
Aaron, 2007; Chanda e Pope, 1995; Calic et al., 2006; Abou- Donia et al., 2003; 
Brocardo, 2004). 
 As manifestações clínicas mais proeminentes da intoxicação por OFs estão 
separadas em categorias que se relacionam aos seus sítios de ação: SNC, SNA e 
junção neuromuscular, como mostra a Tabela 1 (Abdollahi, 2004b; Rusyniak e Nañagas, 
2004). 
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            Receptor             Órgão                        Efeito clínico  
 
                                                       Sistema Nervoso Autônomo 
 
Olhos Miose, lacrimação 
boca Salivação 
Pulmão Broncorréia, broncoespasmo 
Coração Bradiarritmia 
Trato Gastrintestinal Diarréia, emeses, aumento da motilidade 
 
 
Muscarínico Pós-Ganglionar 
(Parassimpático) 
Trato Geniturinário Incontinência urinária 
Muscarínico Pós-Ganglionar 
            (Simpático) 
 
Glândulas Sudoríparas 
 
Diaforeses 
Nicotínico Pré-Ganglionar 
          (Simpático) 
 
Adrenal 
 
Aumento das Catecolaminas circulantes 
Junção Neuromuscular  
          (Nicotínico) 
 
Músculo Esquelético 
 
Fasciculações, paralisia, fraqueza 
 
                                                         Sistema Nervoso Central 
 
 
(Nicotínico e Muscarinico) 
 
Encéfalo 
 
Convulsões, coma, depressão SNC e agitação
 
Tabela 1: Efeitos agudos da exposição a compostos organofosforados.  
Adaptado de Rusyniak e Nañagas, 2004. 
 
Alguns OFs podem causar um tipo de toxicidade conhecida como Polineuropatia 
Tardia induzida por OFs (OPIDP). Esta geralmente é evidenciada 14-28 dias após o 
episódio agudo do envenenamento a compostos OFs, porém, não está relacionada à 
inibição da AChE, mas sim a outras esterases nomeadas “esterases neurotóxicas” 
(NTE). Tais enzimas agem por mecanismos ainda pouco conhecidos, porém, sabe-se 
que a fosforilação da enzima NTE é similar a observada da AChE, e que estas têm 
uma ação protetora dos nervos longos dos membros inferiores e superiores. Para a 
OPIDP ser iniciada, 70 a 80% da NTE tem que estar fosforilada e isso ocorre em 
questão de horas após a intoxicação por OFs.  No entanto, os sinais clínicos serão 
evidentes algumas semanas após, quando a atividade da enzima já tenha sido 
restabelecida. Os sinais e sintomas da OPIDP incluem tremores nas mãos e pés, 
seguido de perda sensorial, fraqueza muscular progressiva, paralisia no músculo 
esquelético distal dos membros inferiores e superiores e ataxia. Atrofia muscular, 
arreflexia e perda ocasional do controle dos esfíncteres também podem ocorrer 
(Johnson, 1969; Faria et al., 1999).  
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Estudos epidemiológicos têm evidenciado que a lesão primária na OPIDP é pela 
mudança degenerativa (danos nos segmentos neuríticos e na bainha mielínica) em 
axônios e terminais sinápticos, afetando tanto fibras nervosas periféricas quanto 
centrais (de Silva et al., 2006; Costa, 2006; Jamal et al., 2002; Lotti, 1992; Ehrich e 
Jortner, 2001; Lotti, 2005).  
 
1.2.2. Toxicidade induzida pelos compostos OFs durante o período de desenvolvimento 
do Sistema Nervoso Central 
 
Embora indivíduos adultos representem uma classe bastante susceptível à 
exposição por OFs, principalmente devido ao seu uso em atividades 
agropecuárias, alguns estudos apontam para crianças e neonatos como grupos 
etários importantes no que se refere à exposição a OFs (Curl et al., 2002). Além 
disto, salienta-se que o SNC em desenvolvimento é mais susceptível aos efeitos 
neurotóxicos de xenobióticos, incluindo pesticidas OFs (Costa et al., 2004). Neste 
contexto, com o uso de modelos animais, alguns pesquisadores têm observado 
que a exposição gestacional a baixas doses a OFs causa uma redução na síntese 
do DNA e no número de células cerebrais tanto nos fetos quanto em neonatos. 
Tais autores sugeriram que os sistemas nervosos de fetos e de animais jovens 
são mais susceptíveis a toxicidade induzida por OFs (Chakraborti et al., 1993; De 
Silva, 2006). 
 
1.2.3. Tratamento 
 
 O cenário hospitalar oferece drogas rotineiras para o tratamento antídoto à 
intoxicação por OFs. Neste sentido, indivíduos que apresentam uma sintomatologia 
característica de síndrome colinérgica são submetidos à combinação de drogas 
anticolinérgicas, tais como o sulfato de atropina, e um reativador da enzima AChE 
(geralmente uma molécula da classe das oximas) (Petroianu et al., 2006; Kuca et al., 
2005) 
O sulfato de atropina, que apresenta uma configuração química semelhante à da 
acetilcolina, age por um mecanismo de competição, inibindo a ação da acetilcolina 
sobre o órgão efetor. Esta competição ocorre preferencialmente nos receptores 
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colinérgicos muscarínicos, cuja expressão não é homogênea em todos os órgãos. 
Desta forma, a atropina reverte apenas sintomas muscarínicos e deve ser 
administrada assim que se suspeitar o diagnóstico de intoxicação por compostos OFs. 
Já as oximas têm a propriedade de reativar a AChE. Elas reagem diretamente com a 
enzima fosforilada, restabelecendo as condições do centro ativo por serem doadores 
de próton H+, o que contribuirá para deslocar o radical fosfato da sua ligação com o 
centro esterásico da enzima, resultando na restauração da atividade da mesma. Essas 
drogas devem ser administradas após o sulfato de atropina (Moraes, 1999; Kushik e 
Chandrabhan, 2003; Rusyniak e Nañagas, 2004). 
 
1.3. Malation 
 
 Dentre os OFs mais utilizados no Brasil, destaca-se o malation (éster dietil 
dimetoxifosfinotiol - Figura 2), o qual é utilizado nas áreas rurais e urbanas em uma 
variedade de situações (erradicações de insetos, formigas e até piolhos. O malation é 
amplamente utilizado devido a sua alta eficácia como inseticida e sua baixa toxicidade 
em mamíferos quando comparado a outros OFs. Entretanto, impurezas presentes na 
sua formulação podem aumentar sua toxicidade (Meinking et al., 2004; Maroni et al., 
2000). 
 Esse pesticida OF é conhecido no meio científico por apresentar alterações 
bioquímicas e fisiológicas nos eritrócitos e linfócitos, além de induzir uma série de 
aberrações cromossômicas em animais (Giri et al., 2001; Amer et al., 2002; Banerjee et 
al., 1999).  
                                                                                              
Figura 2: Estrutura química do OF malation. Fonte: Buratti et al., 2004. 
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Estudos com animais e humanos mostram que o malation, após absorção, é 
oxidado no fígado por enzimas do Citocromo P-450 em pequenas quantidades para 
malaoxon, o qual é o principal metabólito responsável pelos efeitos tóxicos observados 
(U.S. EPA, 2000; Buratti et al., 2004). O metabolismo do malation também se dá 
através de uma enzima carboxilesterase hepática que catalisa a degradação rápida do 
malation a derivados como o malation ácido monocarboxílico (MMC) e malation ácido 
dicarboxílico (MDC). Essas reações competem com a formação do malaoxon 
(catalisada pelo Citocromo P-450), que por sua vez também pode ser degradado pela 
carboxilesterase (Buratti et al., 2004 - Figura 3).  
 
 
  
 
            Figura 3: As vias de bioativação do malation. DMTP, dimetiltiofosfato; DMDTP, dimetilditiofosfato; 
MMC, malation ácido monocarboxílico; MDC, malation ácido dicarboxílico.  
Adaptado de Buratti et al., 2004. 
 
 
A excreção do malation se dá quase que totalmente nas primeiras 24 horas, 
predominantemente pela urina (cerca de 84%) e em pequena proporção pelas fezes 
(cerca de 6%) (Carvalho e Ribeiro, 2001). 
Os efeitos da intoxicação aguda em populações expostas por malation são 
semelhantes ao descrito pelos compostos OFs, no item 1.2.1. 
 
MMC MDC
Malation 
Malaoxon
DMTP 
DMDTP Carboxilesterases 
         CE 
Álcool 
etílico 
Álcool 
etílico 
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1.4. Sistema Colinérgico versus Compostos OFs 
 
A acetilcolina é um neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC) e sistema 
nervoso periférico (SNP), e sua transmissão é mediada por dois tipos distintos de 
receptores: muscarínicos (acoplados à proteína G) e nicotínicos (canais ionotrópicos). Os 
receptores muscarínicos são localizados no coração, células musculares lisas e células 
glandulares. Além disso, estão localizados, juntamente com receptores nicotínicos, em 
células ganglionares autônomas e em neurônios do SNC (Costa, 2006). 
No SNP, a acetilcolina é o principal neurotransmissor dos gânglios autônomos, fibras 
nervosas parasimpáticas pós-ganglionares e junção neuromuscular. Possui um papel 
fisiológico essencial na estimulação da contração dos músculos esqueléticos e lisos. 
Também regula a secreção em tecidos glandulares, como o intestino o as parótidas (Slotkin, 
2004; Costa, 2006). No SNC, a acetilcolina apresenta inúmeras funções, estando implicada 
no processo cognitivo (atenção, aprendizado e memória), na motivação e recompensa, no 
processamento de estímulos, além da participação no processo de sono e vigília 
(Ankarberg, 2004). 
 A localização anatômica dos neurônios colinérgicos e suas projeções nas estruturas 
cerebrais estão apresentadas na Figura 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Anatomia das principais vias colinérgicas no cérebro. Adaptado de Woolf, 1991. Abreviações: ltd: 
área tegmental laterodorsal; N Acc: nucleus accumbens; PFC: córtex pré-frontal; ptt: núcleo tegmental 
pedunculopontino; VTA: área tegmental ventral. 
 
Após a liberação da acetilcolina na fenda sináptica ou junção neuromuscular e sua ação 
em receptores específicos (nicotínicos ou muscarínicos), este neurotransmissor deve ser 
removido para permitir a recuperação do receptor ou para evitar respostas repetitivas e 
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descontroladas após um único estímulo. Esta remoção é feita pela hidrólise do composto, 
com formação de colina e ácido acético, catalisada pela AChE (Figura 5) (Silman & 
Sussman, 2005). 
                                                                                                                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
     
Figura 5: Representação esquemática da Acetilcolina em neurônios colinérgicos.  
 
Estudos recentes vêm evidenciando as diferentes funções dos neurônios colinérgicos 
no cérebro. A avaliação dessas funções, por meio de técnicas eletrofisiológicas e uso de 
toxicantes, permite verificar que a acetilcolina está implicada em importantes processos 
fisiológicos relacionados à cognição, motivação, sono e vigília, conforme já descrito 
anteriormente. Neste contexto, um crescente número de estudos vem mostrando que 
colinotoxicantes podem causar distúrbios no desenvolvimento do sistema colinérgico, bem 
como na função em si, em diferentes áreas no cérebro (Ankarberg, 2004). 
Tendo em vista que os compostos OFs causam inibição da enzima AChE, levando à 
perda da homeostase colinérgica (Costa et a., 2005), tais compostos OFs podem causar 
inúmeros distúrbios neuroquímicos, neurocomportamentais e neuromorfológicos. Dentre as 
alterações provocadas por esses compostos estão: mudança na conformação dos 
receptores colinérgicos e na densidade dos mesmos, citotoxidade, vacuolização 
citoplasmática, aumento no espaço intercelular, anormalidades mitóticas, apoptose, 
alteração em cascatas de sinalização celular, diminuição no número de células cerebrais, 
nas projeções neuríticas, na comunicação sináptica, proliferação da célula da glia, 
Membrana 
pós-sináptica Acetilcolinesterase 
(AchE)
Proteína G 
estimulatória 
Acetilcolina Acetato
Colina
Fenda 
sináptica 
Receptor 
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muscarínico 
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comprometimento na inervação colinérgica em diferentes áreas cerebrais. Tais 
modificações podem refletir em desordens neuropsiquiátricas, tais como alterações da 
habilidade locomotora, ansiedade, depressão, perda de memória de aprendizagem e 
déficits de aprendizagem e de atenção (Eyer, 1995; Costa et al., 2005; De Silva, 2006; 
Slotkin, 2004). 
  
1.5. Espécies Reativas e Estresse Oxidativo 
 
Radical livre é definido como sendo qualquer molécula que possui elétrons 
desemparelhados no seu orbital mais externo, considerado agente oxidante. Dentre os 
oxidantes mais importantes envolvidos em processos patológicos estão as espécies 
reativas de oxigênio (EROS) e as de nitrogênio (ERNS). As principais EROS distribuem-se 
em dois grupos, as radicalares: superóxido (O2•-), hidroxila (OH•) peroxila (ROO•) e alcoxila 
(RO•); e as não-radicalares: oxigênio singlete (O2), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 
ácido hipocloroso (HClO-).  Dentre as ERNS incluem-se o óxido nítrico (NO•), o óxido nitroso 
(N2O) e o peroxinitrito (ONOO-), dentre outros. A maioria destes compostos é altamente 
reativa, com tempo de vida bastante curto. Eles são formados in vivo durante o metabolismo 
celular normal e, também, quando o organismo é exposto a uma série de estímulos tóxicos, 
como radiação ionizante e diversos xenobióticos (Comporti, 1989; Gillham et al., 1997, 
Barreiros et al., 2006).  
As Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) são encontradas em todos os sistemas 
biológicos. Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução 
tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na formação de H2O. Durante 
esse processo, são formados intermediários reativos, como os radicais superóxido (O2•-), 
hidroperoxila (HO2-•) e hidroxila (OH•), e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Normalmente, a 
redução completa do O2 ocorre na mitocôndria, e a reatividade das ERO é neutralizada com 
a entrada dos quatro elétrons (Figura 6) (Cohen, 1989). 
 
                O2                   O2•-                H2O2           OH•          H2O 
Figura 6: Oxidantes do metabolismo normal. Adaptado de Ames et al., 1993. 
 
1.5.1. Radical superóxido (O2•-)  
 
e- e- e- e- 
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O radical ânion superóxido (O2•-) é formado após a primeira redução do O2. O radical 
superóxido ocorre em quase todas as células aeróbicas e é produzido durante a ativação de 
neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos. Apesar de ser considerado pouco reativo 
em soluções aquosas, tem sido observada lesão biológica secundária a sistemas geradores 
de O2•- (seja enzimático, fagocítico ou químico) (Halliwell e Gutteridge, 1986; Halliwell e 
Gutteridge, 1990). 
 
1.5.2. Radical hidroperoxila (HO2-•)  
Representa a forma protonada do radical superóxido, ou seja, possui o próton 
hidrogênio. Existem evidências de que o hidroperoxila é mais reativo que o superóxido, por 
sua maior facilidade em iniciar a destruição de membranas biológicas (Halliwell e 
Gutteridge, 1990).  
 
1.5.3. Radical hidroxila (OH•)  
 
É considerada a ERO mais reativa em sistemas biológicos. A combinação 
extremamente rápida do OH• com metais ou outros radicais no próprio sítio onde foi 
produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical hidroxila for produzido próximo 
ao DNA e este estiver fixado a um metal, poderão ocorrer modificações de bases púricas e 
pirimídicas. Além disso, a hidroxila pode inativar várias proteínas (enzimas e de membrana 
celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode 
iniciar a oxidação dos ácidos graxos poliinsaturados das membranas celulares 
(lipoperoxidação) (Halliwell & Gutteridge, 1986).  
 
1.5.4. Peróxido de hidrogênio (H2O2)  
 
Apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na 
última camada eletrônica, o H2O2 é um metabólito do oxigênio extremamente deletério, 
porque participa da reação que produz o OH• (Reação de Fenton - Figura 7). O H2O2 tem 
vida longa, é capaz de atravessar camadas lipídicas, pode reagir com membranas celulares 
e com proteínas ligadas ao Fe++. Assim, é altamente tóxico para as células; esta toxicidade 
pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presença de ferro, como ocorre, por 
exemplo, na hemocromatose transfusional (Scott et al., 1991).   
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           Fe2+  +  H2O2                Fe 3+   +  OH• + OH- 
                     
                                     Figura 7: Representação da Reação de Fenton. 
                                                  Adaptado de Barreiros e David, 2006. 
 
1.5.5. Oxigênio singlet (O21)  
 
É forma excitada de oxigênio molecular e não possui elétrons desemparelhados em sua 
última camada. O O21 tem importância em certos eventos biológicos, mas poucas doenças 
foram relacionadas à sua presença. Embora as ERO possam ser mediadoras de doenças, 
sua formação nem sempre é deletéria, como na defesa contra a infecção, quando a bactéria 
estimula os neutrófilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o 
microorganismo. Contudo, se houver estímulo exagerado na produção dessas espécies, e a 
ele estiver associada uma falha da defesa antioxidante, poderão ocorrer vários eventos 
nosológicos, tais como aterosclerose, câncer, mutações, doenças auto-imunes, lesão pós-
isquêmica e reperfusão (Halliwell e Gutteridge, 1990; Floyd, 1990; Hatherill et al., 1991). 
                      
1.5.6. Lipoperoxidação  
 
Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das ERO, porém, a 
membrana é uma das mais atingidas em decorrência da peroxidação lipídica que acarreta 
alterações na estrutura e na permeabilidade das mesmas. Conseqüentemente, há perda da 
seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas 
hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o malonaldeído), 
culminando com a morte celular. A lipoperoxidação também pode estar associada aos 
mecanismos de envelhecimento, de câncer e à exacerbação da toxicidade de xenobióticos. 
Assim como na formação das ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidação são 
prejudiciais, pois seus produtos são importantes na reação em cascata a partir do ácido 
aracdônico (formação de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória. Todavia, o 
excesso de tais produtos pode ser lesivo (Halliwell e Gutteridge, 1990; Mello Filho et al., 
1983; Hershko, 1989; Shan et al., 1990; Ross e Moldeus, 1991). 
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A lipoperoxidação é uma reação em cadeia, representada pelas etapas de iniciação, 
propagação e terminação (Figura 8). Estas etapas estão apresentadas nas reações 
seguintes, onde L representa o lipídio (Gardès-Albert M, 1991):  
 
 
       LH + OH• (ou LO.) ———> L• + H2O (ou LOH)       Iniciação  
      L• + O2 ———> LOO•                 Propagação  
      LH + LOO•• ———> L• + LOOH                      Propagação  
      LOO•. + L• ———> LOOL                Terminação  
      LOO• + LOO• ———> LOOL + O2      Terminação  
   
Figura 8: Lipoperoxidação de lipídeos pela reação de radicais livres. 
Adaptado de Salvador e Henrique, 2004. 
 
As reações acima se iniciam com o seqüestro do hidrogênio do ácido graxo 
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqüestro pode ser realizado pelo OH• ou 
pelo LO• (radical alcoxila), com conseqüente formação do L• (radical lipídico). Na primeira 
equação de propagação, o L• reage rapidamente com o O2, resultando em LOO• (radical 
peroxila), que, por sua vez, seqüestra novo hidrogênio do ácido graxo polinsaturado, 
formando novamente o L• na segunda equação de propagação. O término da 
lipoperoxidação ocorre quando os radicais (L• e LOO•) produzidos nas etapas anteriores 
propagam-se até destruírem a si próprios.  
A lipoperoxidação pode ser catalisada por íons ferro, por conversão de 
hidroperóxidos lipídicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO• e peroxila, 
LOO•), que, por sua vez, iniciam nova cadeia de reações, denominada ramificação (Borg et 
al., 1988).  
O radical hidroxila (OH•) é freqüentemente reconhecido como a espécie iniciadora e a 
mais importante da lipoperoxidação. Entretanto, estudos recentes indicam que o ferro 
também desempenha papel determinante na iniciação deste processo, sendo necessária 
uma relação equimolar Fe+++ : Fe++ no meio, para que ocorra a lipoperoxidação (Gutteridge, 
1988; Halliwell e Gutteridge, 1990). 
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1.6. Sistemas de Defesa Antioxidante  
Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre agentes pró-oxidantes (como 
as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Como descrito anteriormente, esses agentes 
são gerados endogenamente como conseqüência direta do metabolismo do O2 e também 
em situações não-fisiológicas, como a exposição da célula a xenobióticos que provocam a 
redução incompleta de O2. Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que 
pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que este 
cause lesão. Esta linha é constituída por glutationa reduzida (GSH), superóxido-dismutase 
(SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a 
função de reparar a lesão ocorrida, sendo constituída pelo ácido ascórbico, pela glutationa-
redutase (GR) e pela GPx, entre outros. Com exceção da vitamina E (α - tocoferol), que é 
um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes está no 
meio intracelular (Ross e Moldeus, 1991; Hebbel, 1986). 
 
1.6.1. Glutationa reduzida (GSH)  
 
A glutationa reduzida (GSH, L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina) está presente na maioria 
das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é 
determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteína. A GSH pode ser considerada um 
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a 
contra a lesão resultante da exposição a agentes como íons ferro, oxigênio hiperbárico, 
radiação e luz ultravioleta. Além disto, diminui a suscetibilidade à lesão renal decorrente da 
isquemia e reperfusão; atua como transportadora e reservatório da cisteína e participa da 
detoxificação de agentes químicos e da eliminação de produtos da lipoperoxidação. Ainda, 
é requerida para a síntese de DNA, de proteínas e de algumas prostaglandinas (Shan, 
1990; Meister e Anderson, 1983; Galleano e Puntarulo, 1995; Deneke e Fanburg, 1989).  
 
1.6.2. Glutationa-redutase (GR)  
 
Após exposição da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidação a GSSG 
(glutationa oxidada) (Figura 9). A recuperação da GSH é feita pela enzima GR, uma etapa 
essencial para manter íntegro o sistema de proteção celular. Habitualmente, a reserva 
intracelular de GR é alta e somente uma grave deficiência desta enzima resultará em sinais 
 17
clínicos. A GR é uma flavoproteína dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-
fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da via das 
pentoses. Sob condições de diminuição do fornecimento de NADPH, como no jejum e na 
deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), há prejuízo da função da GR (Shan, 
1990; Ross e Moldeus, 1991; Hebbel, 1986; Van Asbeck et al., 1985; Matsubara et al., 
1992; Gilbert e Mc Lean, 1990; Frisher e Ahmed, 1987). 
 
 
                               GSSG                          2  GSH 
                                                        
                                              NADPH        NADP+           
 
                                            Figura 9: Reação de redução da GSSG pela GR, 
                                                          usando NADPH como co-enzima. 
                                                  Adaptado de Salvador e Henrique, 2004. 
 
1.6.3. Glutationa-peroxidase (GPx)  
 
A GPx catalisa a redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) e peróxidos orgânicos 
para seus correspondentes alcoóis às custas da conversão da GSH a GSSG (Figura 10). 
Embora a GPx tenha ação fundamentalmente citosólica, in vitro ela é capaz de reduzir 
hidroperóxidos de membrana (Shan, 1990; Hebbel, 1986). Interessantemente, tal enzima é 
inibida por alguns xenobióticos eletrofílicos, tais como metais pesados (Farina et al., 2005). 
Além disso, tal enzima parece ser inibida pelo composto OF malation (Brocardo et al., 
2007). Este fenômeno parece ser responsável, ao menos em parte, pela peroxidação de 
lipídeos induzida pelo malation.    
 
 
                      H2O2  +  2  GSH                 GSSG  +  2  H2O  
                              
                                 Figura 10: Reação de detoxificação de H2O2 promovida pela GPx. 
Adaptado de Possamai, 2005. 
 
GPx
GR
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A razão entre GSH e GSSG em células normais é alta, pois existe um 
mecanismo de redução da GSSG que é catalisado pela enzima glutationa redutase, 
conforme descrito anteriormente (Figuras 9 e 11). 
A glutationa desempenha também um importante papel na detoxificação de 
xenobióticos e vários compostos endógenos, como prostaglandinas, leucotrienos e 
hidroperóxidos orgânicos, por meio de reações mediadas pela glutationa transferase 
(Possamai, 2005). 
 
 
                Figura 11: Mecanismo de defesa antioxidante. Adaptado de Possamai, 2005. 
 
1.6.4. Catalase  
 
A catalase é uma hemeproteína que catalisa a redução do H2O2 a H2O e O2 (Figura 
12). É encontrada principalmente no sangue, medula óssea, mucosas, rim e fígado (Mayes, 
1990). No SNC, tal enzima apresenta uma grande importância por auxiliar a enzima GPx na 
detoxificação de H2O2, prevenindo danos oxidativos (Dringen et al., 2005). 
 
 
                            2 H2O2                    2 H2O  +  O2 
 
Figura 12: Reação de detoxificação de H2O2 promovida pela catalase 
(Andreazza et al., 2004). 
 
 
 
CAT
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Em células eucarióticas, existem catalases citosólicas e perixossomais, estando 
presentes principalmente nos peroxissomas. Por não possuírem peroxissomas, alguns 
órgãos estão mais expostos aos danos provocados pela produção de EROs, como o 
coração, os pulmões e o cérebro. Nesses órgãos, um mecanismo de defesa pode ser a 
difusão do peróxido de hidrogênio para o sangue, onde reagem com a catalase 
eritrocitária (Possamai, 2005). 
 
1.6.5. Superóxido-dismutase (SOD)  
 
A SOD corresponde a uma família de enzimas com diferentes grupos prostéticos em 
sua composição. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-
cobre-zinco está presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganês está 
localizada primariamente na mitocôndria. Esta enzima também tem papel antioxidante, já 
que catalisa a dismutação do radical superóxido em H2O2 e O2, na presença do próton H+ 
(Figura 13) (Acharya et al., 1991). Tal enzima está implicada em uma série de processos 
neurodegenerativos (Rotilio et al., 2003). Além disso, a expressão desta enzima parece ser 
estimulada após a exposição ao OF malation (Fortunato et al., 2006). 
 
 
                           2 O2-•  +  2 H+                   H2O2   +  O2 
 
 
Figura 13: Reação de detoxificação de ERO promovida pela SOD  
(Andreazza et al., 2004) 
 
 
As enzimas acima citadas atuam de forma cooperativa para neutralizar os efeitos 
deletérios de EROs gerados endogenamente durante os processos fisiológicos normais ou 
em condições de desequilíbrio oxidativo induzido por toxicantes xenobióticos. A figura 14 
resume a função de tais enzimas nos processos de detoxificação de EROs.  
                 
SOD
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         Figura 14: Representação esquemática da detoxificação de EROs por enzimas antioxidantes. Adaptado 
de Dringen et al., 2005. 
 
Além dos antioxidantes citados, a vitamina E confere proteção à membrana celular 
por atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a lipoperoxidação. É um 
importante antioxidante lipofílico, mas esta função poderá estar limitada em situações de 
sobrecarga de ferro. O α-caroteno interage com as ERO especialmente quando ocorrem 
baixas tensões de O2, enquanto que a vitamina E se mostra mais eficiente quando há altas 
tensões de O2 no meio. A vitamina C, ou ascorbato, é um antioxidante hidrossolúvel que 
pode neutralizar diretamente as ERO; porém, pode funcionar como pró-oxidante quando em 
dose elevada, ou quando exposta ao metal, levando à lipoperoxidação (Hebbel, 1986).  
Ao lado dos antioxidantes vitamínicos disponíveis em medicamentos, destacam-se 
também os derivados tióis, entre eles a N-acetilcisteína e mercaptopropionilglicina (MGP). 
Tais derivados são antioxidantes sintéticos que contêm o grupo-SH em sua composição 
(Jepsen et al., 1992; Kollef e Shuster, 1995; Fontana et al., 1996).  
 
1.6.6. Estresse Oxidativo  
 
Na inativação de um agente antioxidante, poderá ocorrer produção de GSSG e 
depleção de GSH. Em situações em que o sistema de óxido-redução está íntegro, haverá 
recuperação da GSH. Entretanto, sob condições de excesso de agentes oxidantes e/ou 
 21
deficiência do sistema protetor, haverá desequilíbrio entre o consumo de GSH e a produção 
de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo. Assim, a magnitude do estresse oxidativo 
pode ser monitorada pela razão GSSG/GSH (Halliwell, 1993) 
O excesso de GSSG resulta em ambiente mais oxidante, que favorece a formação de 
pontes dissulfeto (-SS-) nas proteínas portadoras de grupamento tiol (-SH). As pontes 
dissulfeto oxidam estas proteínas, com prejuízo de suas funções. Esta oxidação é reversível 
às custas da ação de compostos antioxidantes, como a GSH (Gilbert e Mc Lean, 1990). 
Neste contexto, sabe-se que o estresse oxidativo está relacionado com muitas desordens 
neurológicas, tais como a doença de Alzheimer (Kedar, 2003; Meydani et al., 2001), 
Parkinson (Mariani et al., 2005), além de neurotoxicidade induzida pela exposição à 
xenobióticos, tais como os OFs (Kehrer, 1993).  
 
1.7. Estresse Oxidativo versus Compostos Organofosforados 
 
 O SNC é muito susceptível ao estresse oxidativo. Alguns dos fatores que contribuem 
para essa maior suscetibilidade são: o elevado consumo de oxigênio cerebral, os níveis 
relativamente baixos de defesas antioxidantes no cérebro, o alto nível de ácidos graxos 
poliinsaturados (membrana com bicamada fosfolipídica) nas membranas neuronais e o alto 
teor de ferro encontrado em todo o tecido cerebral. Além disso, muitos neurotransmissores 
são moléculas auto-oxidáveis o que leva o metabolismo cerebral a gerar ERO (Slotkin, 
2005; Tsakiris et al., 2000).  
Apesar da inibição enzimática da AChE após a exposição a OFs ser bem 
caracterizada, pesquisadores vêm evidenciando ao longo dos anos, que outros alvos 
bioquímicos podem ser afetados pelos OFs. Além disso, a natureza lipofilica desses 
compostos facilita sua interação com as membranas das células e levam ao rompimento da 
bicamada fosfolipídica (Fortunato et al., 2006). 
A toxicidade dos OFs pode estar associado a indução de estresse oxidativo, através 
da geração de radicais livres e alterações no sistema de enzimas antioxidantes (Abdollahi et 
al., 2004b; Brocardo et al., 2005; Fortunato et al., 2006; Delgado et al., 2006; Kovacic, 
2003). 
Alguns estudos têm demonstrado que a exposição ao malation aumenta os níveis de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúricos (TBARS), um parâmetro comumente utilizado 
para avaliar lipoperoxidação, em eritrócitos, fígado e cérebro de ratos. Outros estudos 
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indicam que a atividade das enzimas antioxidantes pode estar aumentada ou diminuída, ou 
ainda, inalterada no fígado, cérebro e eritrócitos de animais tratados com este OF (Bagchi et 
al., 1995; Srikanth e Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995; Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; 
Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003). Estes resultados aparentemente discordantes 
pode ser devido às diferenças na exposição ao malation, à distribuição tecidual, a idade dos 
animais entre outros fatores. De qualquer forma, há evidências de que à ocorrência de 
estresse oxidativo é um fenômeno bastante importante que contribui para a neurotoxicidade 
de compostos OFs (Slotkin & Seidler, 2007), incluindo o malation (Fortunato et al., 2006; 
Brocardo et al., 2007). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Vários estudos mostram que o sistema nervoso central (SNC) em desenvolvimento é 
mais susceptível aos efeitos neurotóxicos de compostos OFs quando comparado com o 
SNC adulto (Costa et al., 2005; Slotkin et al., 2005). Neste contexto, sabe-se que 
compostos OFs podem ser excretados através do leite materno (Sanghi et al., 2003), o que 
poderia sugerir a contribuição da exposição lactacional a compostos OFs como causa de 
neurotoxicidade. Entretanto, a busca por trabalhos relacionados aos potenciais efeitos 
neurotóxicos do malation em modelos experimentais durante o período lactacional (pós-
natal) demonstrou a escassez de trabalhos acerca deste tema na literatura científica. De 
fato, apesar das alterações neuroquímicas, neurocomportamentais e morfológicas serem 
bastante relatadas em estudos com modelos animais de exposição a OFs, não existem 
trabalhos acerca de efeitos neurotóxicos decorrentes da exposição lactacional ao composto 
OF malation.  
Embora exista um consenso quanto ao tratamento terapêutico de emergência para ser 
empregado clinicamente em casos de intoxicação por compostos OFs, o qual se baseia na 
administração de uma droga anticolinérgica (geralmente a atropina) e oximas reativadoras 
da enzima AChE (geralmente a pralidoxima), a experiência clínica com pralidoxima não tem 
demonstrado eficiência nas intoxicações pelo composto malation (Sudakin et al., 2000) e o 
seu uso rotineiro tem sido questionado. Existe uma clara demanda por reativadores da 
enzima AChE de amplo espectro e com maior eficácia que os disponíveis clinicamente 
(Kassa, 2002). Dados recentes mostram que mudanças estruturais nesses reativadores têm 
cooperado para uma maior capacidade de reativação enzimática, a qual reflete 
positivamente na atenuação de sinais e sintomas neurotóxicos induzidas pelos compostos 
OFs (Kassa et al, 2006; Kassa e Kunesova, 2006). 
Tendo em vista as informações acima citadas, parece de extrema importância uma 
melhor compreensão do potencial neurotóxico da exposição lactacional ao malation, já que 
compostos OFs podem ser excretados através do leite materno e que o período pós-natal 
de desenvolvimento cerebral rápido representa um momento crítico no que diz respeito ao 
desenvolvimento do sistema nervoso (Richardson & Chambers, 2003; Costa, 2006). 
Igualmente, tendo em vista a baixa eficácia de reativadores da enzima AChE após a 
exposição ao malation, estudos que busquem identificar novos compostos reativadores 
desta enzima, com maior capacidade de reativação,  parecem ser de suma importância.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVOS GERAIS 
 
      Avaliar a potencial neurotoxicidade induzida pela exposição lactacional ao composto OF 
malation em camundongos. Além disso, avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas 
inéditas (K027 e K048) na reversão do efeito neurotóxico do malation sobre a enzima AChE 
e outros parâmetros bioquímicos em camundongos adultos. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
? Determinar o efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre a 
atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral de camundongos genitoras e na 
respectiva prole; 
 
?  Avaliar o efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre variáveis 
bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo (atividade das enzimas glutationa 
peroxidase, glutationa redutase, níveis de glutationa e produtos de peroxidação 
lipídica) no cérebro de camundongos genitoras e na prole; 
 
? Investigar a capacidade das oximas K027 e K048 em reverter à inibição enzimática 
da acetilcolinesterase do córtex pré-frontal provocada pela administração do malation 
em camundongos machos adultos; 
 
? Verificar a contribuição das oximas K027 e K048 em prevenir os danos oxidativos 
induzidos pelo malation no córtex pré-frontal de camundongos machos adultos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Reagentes e Drogas: 
 
Ácido tiobarbitúrico, Ácido 5,5 ditiobis 2 - nitrobenzóico, Comassie Blue, Albumina de soro 
bovino, Nicotinamida adenina dinucleotídeo fostato reduzida, Glutationa oxidada, Glutationa 
redutase, Glutationa reduzida, Peróxido de terbutila e Iodeto de Acetiltiocolina foram 
adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA). Acido acético, Ácido clorídrico 
concentrado, Ácido tricloroacético, Fosfato de potássio dibásico, Fosfato de potássio 
monobásico foram adquiridos da empresa Reagen Quimibras (RJ, Brasil). Malation (95 % 
pureza) foi adquirido da empresa Dipil (Massaranduba, SC, Brasil). As oximas inéditas K027 
e K048 foram gentilmente cedidas pelo Dr Kuca Kamil, da Universidade de Defesa e 
Faculdade Militar de Ciências da Saúde, República Tcheca.  
 
4.2. Animais:  
Foram utilizados camundongos Swiss fêmeas prenhas e machos adultos, com idade 
de 2 a 3 meses de idade, pesando entre 35 - 45 gramas, provenientes do Biotério Central 
da UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas com ração e água ad libitum, em 
ambiente com temperatura controlada de 22 +/- 2 °C e ciclo claro/escuro 12:12 horas (7:00-
19:00 h). Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo número (313/CEUA; 
23080.026023/2004-39/UFSC). 
 
4.3. Tratamentos: 
Todas as doses utilizadas no presente trabalho foram baseadas em trabalhos prévios 
na literatura (Brocardo et al., 2004, Kuca et al., 2004). 
 
4.3.1. Tratamento 1: Efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre a 
atividade da enzima AChE e variáveis bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo 
no cérebro de camundongos genitoras e na respectiva prole. 
No primeiro dia após o nascimento (1º dia pós-natal), vinte e oito camundongos 
fêmeas, juntamente com suas proles, foram alocados em quatro grupos (controle, malation 
20 mg/kg, malation 60 mg/kg e 200 mg/kg) de 7 animais cada. A prole (8 animais por 
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ninhada) foi mantida com suas genitoras, as quais foram expostas diariamente ao malation - 
injeções subcutâneas nas doses de 20, 60 ou 200 mg/kg (diluído em salina - NaCl 0,9%), 
durante o período lactacional, que corresponde do 1º ao 21º dia pós-natal. As genitoras do 
grupo controle receberam injeções diárias de salina (NaCl 0,9%), 10 mL/kg. A via de 
exposição da prole ao malation foi exclusivamente através do leite materno. Após o 
tratamento (dia 22 pós-natal), um animal de cada prole e as respectivas genitoras foram 
sacrificados por decapitação e o tecido cerebral foi utilizado para a preparação das 
amostras para as análises bioquímicas. 
 
4.3.2. Tratamento 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na 
atividade da enzima AChE e parâmetros relacionados ao estresse oxidativo em córtex pré-
frontal de camundongos. 
Sessenta animais (machos adultos) foram agrupados em cinco grupos com sete 
animais cada. O tratamento consistiu em injeções subcutâneas de salina (NaCl 0,9% - 10 
mL/kg) ao grupo controle. Os demais grupos receberam injeções subcutâneas de malation 
na dose de 1 g/kg (dissolvido em salina). Três dos quatro grupos expostos ao malation 
receberam também uma injeção intraperitoneal de sulfato de atropina (10 mg/kg). Destes, 
um grupo recebeu ainda uma injeção intraperitoneal da oxima K027 (150 mg/kg; ¼ da DL50 
- Kuca et al., 2003) e outro grupo recebeu ainda uma injeção intraperitoneal da oxima K048 
(180 mg/kg; ¼ da DL50 - Kuca et al., 2003). Passadas 3 ou 24 horas após a administração 
das substâncias, os animais foram decapitados e o córtex pré-frontal foi utilizado para a 
preparação das amostras para as análises bioquímicas. Ressalta-se que ambas oximas 
(K027 e K048) são inéditas e foram sintetizadas e gentilmente doadas pelo Dr. K. Kuca da 
Universidade de Defesa e Faculdade Militar de Ciências da Saúde, República Tcheca.  
 
4.4. Análises Bioquímicas: 
 
4.4.1. Preparação das Amostras Teciduais: Após a decapitação dos animais, as estruturas 
cerebrais (o encéfalo para o tratamento 1; córtex pré-frontal para o tratamento 2) foram 
homogeneizadas em 5 volumes de tampão HEPES 25 mM, pH 7,4 para posterior dosagens 
bioquímicas. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 graus 
centígrados objetivando a obtenção do sobrenadante (utilizado na determinação das 
atividades de enzimas antioxidantes, níveis de glutationa e substâncias reativas com o 
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ácido tiobarbitúrico) e do pellet, o qual foi ressuspenso em Tampão fosfato de potássio 
(TFK) 0,1 M, pH 8,0 (utilizado na determinação da atividade da enzima AChE). No mesmo 
dia da preparação das amostras teciduais, foram avaliados os níveis de glutationa e 
substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico. O restante do homogenato foi congelado à 
temperatura – 20° C por cinco dias, e então foram determinadas as atividades da AChE e 
de enzimas antioxidantes. 
 
4.4.2. Determinação da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE): O método baseia-se na 
produção de tiocolina, a partir da hidrólise da acetiltiocolina. Isto é acompanhado por uma 
reação da tiocolina com ácido 5’,5 – ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) para produzir o ânion 
ácido 2-nitro-5-mercapto -benzóico (TNB)  com cor amarela (Ellman et al., 1961).  
 
4.4.3. Lipoperoxidação - Método Espectrofotométrico TBARS-MDA: A lipoperoxidação foi 
estimada pela detecção dos derivados dos lipoperóxidos, através de substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), como malonildialdeído (MDA) (Ohkawa et al; 1979). 
 
4.5. Parâmetros Antioxidantes: 
 
Os tecidos cerebrais foram homogeneizados conforme descrito no item 4.3.1. Para as 
dosagens das enzimas antioxidantes, foi utilizado o sobrenadante das amostras. 
 
4.5.1. Avaliação da Glutationa Reduzida (NPSH): Os grupamentos tióis não-proteicos 
(NPSH) nas amostras foram determinados usando reagente de Ellman, 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoato (DTNB). A amostra (100 µL do sobrenadante) foi misturada com 100 µL de 
ácido tricloroacético (TCA) a 10%. Após, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 
5 min. Os NPSH foram quantificados pela adição de 150 μL do sobrenadante 
ácido/desproteinizado em 425 μL de TFK 1 M, pH 7,0 e 25 μL de DTNB 10 mM. O 
monitoramento da concentração dos grupos tióis foi avaliando através da medida da 
absorbância em 412 nm devido ao produto resultante da reação de NPSH (90% GSH) com 
DTNB, que gerou o TNB de cor amarela (Ellman, 1959). 
 
4.5.2. Avaliação da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx): A GPx catalisa a redução de 
H2O2, bem como outros lipoperóxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-
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substrato e produzindo glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida pela glutationa 
redutase com o consumo de NADPH, que foi mensurado através da leitura em 
espectrofotômetro em 340 nm (Wendel, 1981).  
 
4.5.3. Avaliação da atividade da Glutationa Redutase (GR): A GR catalisa a redução da 
glutationa oxidada (GSSG) através da oxidação do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a 
enzima leva ao consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de 
consumo de NADPH, em condições de saturação, expressa a atividade enzimática 
(Carlberg e Mannervik, 1985).  
 
4.5.4. Dosagem de Proteínas: O conteúdo de proteínas foi quantificado pelo método de 
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padrão. 
 
4.6. Análise Estatística: Foi efetuada a análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida 
do teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. Testes de correlação (correlação de 
Pearson) também foram efetuados. As diferenças entre as médias foram consideradas 
estatisticamente significativas quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
Os resultados do presente trabalho foram subdivididos em dois módulos.  
 
O módulo 1 representa dados obtidos do Tratamento 1 (Efeito da exposição 
lactacional (pós-natal) ao malation sobre a atividade da enzima AChE e variáveis 
bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de camundongos (genitoras 
e a respectiva prole). Estes também encontram-se disponíveis na literatura sob forma de 
artigo na Revista Neurotoxicology: da Silva AP, Meotti FC, Santos AR, Farina M. 
Lactational exposure to malathion inhibits brain acetylcholinesterase in mice. 
Neurotoxicology. 2006; 27(6): 1101-1105 (Anexo 1). 
  
O módulo 2 exibe os dados do Tratamento 2 (Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre 
o efeito do malation na atividade da enzima AChE e parâmetros relacionados ao estresse 
oxidativo em córtex pré-frontal de camundongos). Estes dados também foram utilizados 
para a preparação de um artigo científico intitulado: Temporal effects of newly developed 
oximes (K027, K048) on malathion-induced acetylcholinesterase inhibition and lipid 
peroxidation in mouse prefrontal córtex. Este também foi enviado para a revista 
Neurotoxicology e está sendo avaliado para possível publicação (Anexo 2). 
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5.1. Módulo 1: Efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre a atividade da 
enzima AChE e variáveis bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de 
camundongos genitoras e na respectiva prole 
 
A Figura 15 mostra o efeito da exposição direta de fêmeas lactentes ao malation 
sobre a atividade da enzima AChE cerebral de camundongos (genitoras e na respectiva 
prole). A exposição ao malation causou uma inibição significativa da atividade da AChE no 
cérebro das genitoras, porém, somente na dose mais alta (200 mg/kg). A atividade da AChE 
também foi inibida na prole, no período em que a genitora estava sendo diretamente 
exposta ao malation. Entretanto, o efeito inibitório na atividade da enzima AChE cerebral é 
revelado mesmo quando as genitoras foram expostas à dose mais baixas do composto (20 
mg/kg). Outra observação relevante é que o efeito da exposição lactacional ao malation 
sobre a atividade da AChE cerebral foi dose-dependente (Figura 15). De fato, houve 
significativas correlações negativas entre a dose de malation versus a atividade da enzima 
AChE tanto nos filhotes (Coeficiente de Pearson = -0.499, p = 0.006) quanto nas genitoras 
(Coeficiente de Pearson = -0.616, p = 0.019). 
        
                    
Figura 15: Efeito da exposição direta de fêmeas lactentes ao malation sobre a atividade da enzima AChE 
cerebral de camundongos (genitoras e na respectiva prole). A atividade da AChE está expressa como por 
cento do controle. Todos os dados estão representados como média ± erro padrão, exceto do grupo controle, 
no qual a média esta representada como linha traçada (100%). A atividade da acetilcolinesterase cerebral das 
mães e prole foram 49,1 e 60,3 nmol/min/mg de proteína, respectivamente.  
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Quando se avaliou exposição direta de fêmeas lactentes ao malation sobre variáveis 
bioquímicas relacionadas ao estresse oxidativo (atividade das enzimas GPx, GR, níveis de 
glutationa e produtos da peroxidação lipídica) no cérebro das genitoras e da prole, não foi 
possível observar diferença significativa nos parâmetros avaliados, os quais estão expostos 
na Tabela 2. 
 
 
 
GENITORAS 
GPx GR GSH TBARS 
 
Controle 
 
57,1 (2,8) 
 
61,7 (2,8) 
 
76,7 (2,2) 
 
0,159 (0,01) 
Malation 20 mg/ Kg 53,2 (5,1) 56,7 (1,7) 73,4 (2,0)   0,156 (0,007) 
Malation 60 mg/ Kg 56,4 (7,1) 59,4 (3,0) 78,7 (2,7) 
Malation 200 mg/ Kg 55,2 (3,8) 56,9 (3,2) 72,3 (3,1) 
0,143 (0,01) 
0,153 (0,01) 
PROLES 
GPx GR GSH TBARS 
 
Controle 
 
65,8 (3,4) 
 
59,7 (1,7) 
 
72,9 (3,8) 
 
0,218 (0,04) 
Malation 20 mg/ Kg 60,3 (7,1) 58,9 (3,7) 73,9 (4,8) 0,212 (0,03) 
Malation 60 mg/ Kg 63,7 (7,5) 59,7 (6,3) 77,3 (6,7) 0,174 (0,01) 
Malation 200 mg/ Kg 60,3 (2,1) 52,6 (2,7) 74,2 (4,8) 0,196 (0,02) 
 
Tabela 2: Efeito da exposição direta de fêmeas lactentes ao malation sobre variáveis bioquímicas 
relacionadas ao estresse oxidativo no cérebro de camundongos (genitoras e na respectiva prole). As 
atividades das enzimas estão representadas como nmol de NADPH oxidado mg proteína/min. Os níveis de 
SHNP estão expressos como nmol/mg proteína. A peroxidação de lipídeos (níveis de TBARS) estão 
expressos como nmol de malondialdeído (MDA)/mg proteína. Os dados são representados como média com 
seus respectivos erros padrões entre parênteses. Dois camundongos lactantes foram randomicamente 
selecionados de cada ninhada. Mães (n = 5 por grupos). Prole (n = 5 ninhadas por grupo; dois animais por 
ninhada). 
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5.2. Módulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na 
atividade da enzima acetilcolinesterase e variáveis bioquímicas relacionadas com o 
estresse oxidativo em córtex pré-frontal de camundongos 
  
Primeiramente, investigamos a capacidade das oximas K027 e K048 (em 
combinação com sulfato de atropina) em reverter à inibição da enzima AChE no córtex pré-
frontal de camundongos, em 3 h e 24 h após a exposição ao malation. Os dados obtidos 
estão expressos na Figura 16. 
A atividade da AChE cortical foi consideravelmente inibida pelo malation (em torno de 
55%) em 3 h (Figura 16A) e tal inibição se manteve até 24 h (Figura 16B) depois da 
exposição ao malation. Embora nem a atropina nem as oximas tenham sido capazes de 
eliminar a inibição da AChE cortical provocada pelo malation em 3 h (Figura 16A) após o 
tratamento, a oxima K027 reduziu completamente o efeito inibitório do malation na atividade 
da AChE no córtex pré-frontal em 24 h (Figura 16B) após o envenenamento. A oxima K048 
(em combinação com a atropina) diminuiu significativamente a inibição da AChE induzida 
pelo malation em 24 h (Figura 16B) após a intoxicação, mas esta não foi capaz de reduzir 
completamente a inibição da AChE neste tempo. 
Uma vez verificada a capacidade reversora das oximas K027 e K048 na inibição da 
enzima AChE, restou ainda uma questão a ser investigada: a contribuição dessas oximas 
frente à potencial peroxidação lipídica induzida pelo malation no córtex pré-frontal. Isto 
também foi realizado em 3 h (Figura 17A) e 24 h (Figura 17B) após intoxicação dos 
camundongos.  
O malation causou um aumento significante na peroxidação de lipídeos no córtex 
pré-frontal, porém, este efeito foi observado somente em 24 h após a administração do 
malation (Figure 17B). A oxima K027, que reativou completamente a enzima AChE inibida 
pelo malation em 24 h após intoxicação, foi capaz de diminuir notavelmente a peroxidação 
lipídica neste mesmo tempo (Figure 17B). 
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Figura 16: Efeito do tratamento com malation, atropina e das oximas K 027 e K 048 sobre a atividade AChE 
no córtex pré-frontal de camundongos. Os animais foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) após a 
intoxicação com os compostos. Atividade da AChE está expressa em nmol de substrato hidrolisado/min/mg de 
proteína e representada como média ± erro padrão (n = 6 animais por grupo). Letras diferentes indicam 
diferença significante (p < 0.05) pela análise de variância, seguida do Teste de Duncan. 
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Figura 17: Efeito do tratamento com malation, atropina e das oximas K 027 e K 048 sobre a peroxidação 
lipídica no córtex pré-frontal de camundongos. Os animais foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) após 
tratamento com os compostos. A peroxidação lipídica foi medida através das substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS). Os dados foram expressos em nmol de malondialdeído (MDA)/mg de proteína e 
representados como média e erro padrão (n = 6 animais por grupo). Letras diferentes indicam diferença 
significante (p < 0.05) pela análise de variância, seguida do Teste de Duncan. 
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Não foi possível verificar diferença significante nos parâmetros bioquímicos, acerca 
do Sistema de Enzimas Antioxidantes no córtex pré-frontal em 3 horas bem como nas 24 
horas após intoxicações de animais com malation (Tabela 3). 
 
Tempo Grupos GSH GPx GR 
Controle 42,7 ± 3,5 58,0 ± 6,7 89,9 ± 3,2
Malation 48,6 ± 4,6 45,6 ± 9,9 97,4 ± 5,8
Malation + Atropina 40,4 ± 4,5 44,3 ± 3,5 85,4 ± 4,4
Malation + Atropina + Oxima K027 45,7 ± 4,3 53,1 ± 5,7 91,2 ± 3,0
 
 
3 h 
Malation + Atropina + Oxima K048 41,9 ± 2,2 44,9 ± 2,8 78,8 ± 7,3
Controle 48,2 ± 5,0 43,5 ± 3,5 
Malation 42,9 ± 6,3 39,9 ± 3,4 
85,5 ± 7,9
82,3 ± 1,8
Malation + Atropina 42,0 ± 4,3 41,5 ± 5,5 82,4 ± 4,4
Malation + Atropina + Oxima K027 48,4 ± 2,0 48,4 ± 3,6 
 
 
24 h 
Malation + Atropina + Oxima K048 39,2 ± 3,7 40,3 ± 1,3 
86,3 ± 3,7
82,8 ± 2,5
 
 
Tabela 3: Efeito do malation, atropina e as oximas K027 e K048 sobre níveis de glutationa e atividade das 
glutationas redutase e peroxidase do córtex pré-frontal de camundongos expostos ao malation. Os animais 
foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) após tratamento com malation. Os níveis de glutationa (SHNP) estão 
expressos em nmol/mg de proteina. As atividades das glutationas: peroxidase (GPx) e redutase (GR) estão 
expressas em nmol de NADPH oxidado/ min/ mg de proteina. Os dados estão expressos por média e errro 
padrão (n = 6 animais por grupo). 
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6. DISCUSSÃO 
 
6.1. Módulo 1: Efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre a atividade da 
enzima AChE e variáveis bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de 
camundongos (genitoras e respectiva prole). 
 
Um dos temas prioritários em saúde pública tem sido a proteção de crianças aos 
efeitos adversos de toxicantes ambientais à saúde. Desta forma, pesquisadores têm 
buscado entender os fatores específicos que podem promover uma maior susceptibilidade 
de organismos ou sistemas em desenvolvimento (imaturos) aos efeitos deletérios de 
toxicantes (Costa, 2006).  
No caso dos compostos OFs, dados experimentais estabelecem que a toxicidade 
aguda aos OFs (atribuída a inibição da AChE) é influenciada pela idade, ou seja, animais 
jovens são mais sensíveis aos efeitos deletérios dos OFs. Esta sensibilidade é bem 
evidente, sobretudo, no período perinatal de desenvolvimento (Slotkin et al., 2006). De fato, 
neste período, animais expostos aos OFs apresentaram pouco ou nenhuma inibição da 
AChE e, mesmo assim, pode ocorrer o comprometimento em eventos bioquímicos 
(replicação do DNA, sobrevivência neuronal, proliferação da célula glial) e comportamentais 
(atividade locomotora, funções cognitivas) (Bellamy, 2003; Landrigan e Garg, 2002; Costa, 
2005). 
Essa relação de neurotoxicidade induzida por OFs e as possíveis alterações a saúde 
em longo prazo pode ser melhor visualizada e compreendida através de um estudo 
realizado num grupo de mulheres que, em algum momento da suas vidas, se expuseram a 
pesticidas e apresentaram resíduos desses compostos no leite oferecido aos seus bebês 
(período de lactação) (UNEP; 2002).   
Associado a esse estudo, outros pesquisadores também afirmam que a exposição 
perinatal aos pesticidas OF causa neurotoxicidade em animais (Chanda et al., 1995; Slotkin 
et al., 2005). Além disso, tem sido relatado que pesticidas OFs podem ser excretados no 
leite (Salas et al., 2003; Sanghi et al., 2003; Battu et al., 2004) 
Tendo em vista o volume ainda restrito de informações acerca da contribuição 
exclusiva da exposição lactacional ao pesticida OF malation e as conseqüências 
neurotóxicas na prole, nosso trabalho procurou desenvolver um protocolo experimental 
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capaz de oferecer uma melhor compreensão dos efeitos da exposição lactacional ao 
malation nesse período critico do desenvolvimento (Cohen et al., 2000; Makri et al., 2004).  
O resultado do nosso estudo constatou a incidência de neurotoxicidade (inibição da 
enzima AChE) como consequência da exposição lactacional ao malation em camundongos. 
Do ponto de vista toxicológico, estes resultados revelaram um importante achado, pois a 
exposição lactacional pode, per se, ser responsável pelos danos deletérios na prole, sem a 
necessidade de intoxicação prévia in útero. 
Nos últimos anos, parece haver um maior volume de estudos relacionando a elevada 
vulnerabilidade de mulheres grávidas e lactantes e a exposição aos pesticidas (Hill et al., 
1995; Whyatt et al., 2002; Berkowitz et al., 2003). Neste contexto, alguns estudos sugerem 
que famílias residentes em regiões rurais e trabalhadores rurais estão mais expostos, se 
comparado a outras populações (Simcox et al., 1999; McCauley et al., 2001; Curl et al., 
2002; Fenske et al., 2002). Essas evidências possuem relação com nossos dados 
experimentais, que comprovam a ocorrência de neurotoxicidade após a exposição a um 
pesticida OF, chamando a atenção das mulheres gestantes sobre a exposição ao OF, não 
somente durante a gestação, mas também no período lactacional.  
Sabe-se que a inibição da AChE cerebral pelos pesticidas OF leva ao acúmulo de 
ACh na fenda sináptica, desencadeando a hiperatividade das vias colinérgicas. Visto que a 
acetilcolina possui um importante papel trófico no desenvolvimento cerebral, supomos que a 
exposição aos OFs durante o período de desenvolvimento possa interferir com a função 
deste neurotransmissor levando a anormalidades no desenvolvimento neuronal devidas a 
mudanças temporais ou de intensidade dos fenômenos neurotróficos (Slotkin, 2004a). Além 
disso, sabe-se que pesticidas OF possuem efeitos diretos sobre processos celulares que 
são únicos ao desenvolvimento cerebral, e que estes efeitos não estão necessariamente 
relacionados à inibição da AChE (Slotkin, 2004b). 
Outra importante constatação do nosso estudo é que o efeito inibitório do malation 
sobre a atividade da AChE cerebral foi mais intenso em camundongos da prole quando 
comparado com suas respectivas genitoras. De fato, embora as genitoras tenham sido 
expostas diretamente a injeções subcutâneas de malation, somente a dose mais alta (200 
mg/Kg) foi capaz de causar inibição na AChE cerebral. Entretanto, na prole 
lactacionalmente expostas ao malation, este efeito inibitório já foi observado mesmo nos 
animais cujas genitoras foram expostas a baixas doses de malation (20 mg/Kg). O motivo 
pelo qual o cérebro imaturo apresenta alta sensibilidade aos pesticidas OFs quando 
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comparado com adultos não está completamente resolvido. Entretanto, evidências sugerem 
que os organismos em desenvolvimento se recuperam mais facilmente da inibição da 
enzima AChE do que em adultos e este fenômeno parece estar relacionado à rápida síntese 
de novas moléculas de acetilcolinesterase (Pope e Chakraborti, 1992; Pope et al., 1991; 
Song et al., 1997).  
Estudos recentes têm sugerido que os OFs têm outros alvos moleculares de ação 
além da enzima AChE (Ward e Mundy, 1996, Pope, 1999). Tal fato é evidenciado pela 
importante ação dos OFs em induzir estresse oxidativo (Banerjee et al., 1999), através da 
geração de radicais livres e alterações no sistema de enzimas antioxidantes (Almeida et al., 
1997; El- Sharkawy et al., 1994). 
Em animais, bem como em humanos, existem mecanismos específicos para reparar 
danos celulares promovidos pelo estresse oxidativo após exposição a agentes tóxicos. O 
principal mecanismo de defesa é o enzimático, representado pela superóxido dismutase, 
catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, tentando primeiramente combater os 
radicais livres, e depois o estresse oxidativo. Está claramente demonstrado na literatura que 
a exposição ao malation e outros OF, atinge alvos alternativos como o sistema antioxidante 
do cérebro, fígado, eritrócitos (Bagchi et al., 1995; Srikanth e Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995; 
Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003), levando ao 
desbalanço no sistema, contribuindo para a toxicidade não-colinérgica dos OFs.  
Nesse trabalho, mensuramos a atividade da GPx e GR, os níveis de glutationa e 
TBARS (peroxidação lipídica) na tentativa de avaliar o grau de dano oxidativo imposto pela 
exposição lactacional ao malation. Porém, não identificamos mudanças significativas 
nesses parâmetros tanto no cérebro de camundongos genitoras quanto na prole. 
A relação entre estresse oxidativo e toxicidade induzida pelos pesticidas OFs ainda é 
tema de debate: há alguns estudos contraditórios (Srikanth and Seth, 1990; Pedrajas et 
al.,1995; Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003). 
Resultados divergentes podem estar relacionados a diferentes compostos pesticidas OFs e 
a diferentes regimes de exposição aplicados, que se referem principalmente a diferenças de 
doses, diferenças nos períodos de administração e a diferenças de idades dos animais no 
momentos de exposição. 
Fortunato e colaboradores (2006) reforçaram o conceito vigente na literatura que a 
exposição ao malation promove a peroxidação lipídica; os autores apontaram aumento nos 
níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) tanto em animais expostos 
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ao malation agudamente quanto cronicamente. Um outro estudo, conduzido por Delgado 
(2006), demonstrou que ratos expostos sub-agudamente ao malation apresentaram 
alterações nos níveis de TBARS em diferentes regiões cerebrais como hipocampo e 
estriado. Slotkin e colaboradores (2005) utilizaram protocolos experimentais in vitro para 
avaliar os efeitos da exposição lactacional a outro OF (clorpirífos) sobre a peroxidação 
lipidica. Neste estudo, os autores verificaram um aumento nos níveis de peroxidação lipidica 
no encéfalo de ratos prole. 
Em relação à exposição lactacional a xenobióticos, além dos inseticidas OFs, outros 
compostos de grande toxicidade ambiental tem sido objeto de estudo quanto a toxicidade 
para organismos em desenvolvimento. Dentre eles, o mercúrio possui significativa 
importância. Por meio de experimentos em animais, nosso grupo tem apresentado que a 
exposição lactacional ao metilmercúrio, um neurotoxicante ambiental bem conhecido, 
alterou variáveis bioquímicas relacionadas ao estresse oxidativo no cerebelo de 
camundongos (Franco et al., 2006); os mesmos achados foram observados no estudo 
conduzido por Manfroi e seus colaboradores (2004). Paralelamente, estudos em humanos 
revelam que crianças expostas a metilmercúrio durante o período perinatal demonstraram 
impactos adversos sobre a inteligência e desempenho reduzido nas áreas de linguagem, 
atenção e memória (Grigg, 2004). 
Ainda em relação à exposição lactacional a xenobióticos, o composto 
tetraclorodibenzodioxina (TCDD), representante mais conhecido do grupo das dioxinas, tem 
recebido grande atenção. Este composto é um contaminante ambiental capaz de se 
acumular no tecido adiposo dos animais e capaz de causar dano aos organismos em 
desenvolvimento. Investigações ao TCDD tem revelado sua capacidade em aumentar os 
níveis de EROs na prole de ratos expostos lactacionalmente a esses compostos (Slezak et 
al., 2002). 
Em resumo, o presente módulo de resultados (Módulo 1) demonstra que a exposição 
de camundongos lactantes ao malation durante o período de lactação inibe a atividade da 
AChE cerebral na prole cuja única forma de alimentação é através do leite materno. Esses 
dados são extremamente importantes porque a inibição da AChE causa hiperatividade 
colinérgica, a qual pode comprometer as ações neurotróficas durante o desenvolvimento. 
Levando em consideração que pesticidas OFs (inclusive malation) são excretados no leite 
humano, o presente resultado torna-se relevante em termos de saúde humana.  
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6.2. Módulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na 
atividade da enzima acetilcolinesterase e variáveis bioquímicas relacionadas com o 
estresse oxidativo em córtex pré-frontal de camundongos. 
 
 Segundo alguns dados estatísticos, o Brasil é um dos maiores consumidores de 
agrotóxicos do mundo, tanto de uso domésticos como de uso agrícola. Neste contexto, 
acredita-se que a falta de controle no uso destas substâncias tóxicas, somada com o 
desconhecimento da população a cerca dos riscos e perigos à saúde, contribui para os 
dados alarmantes publicados pelo CIT, onde o malation tem sido destaque no registro de 
intoxicações humanas em Santa Catarina (Ministério da agricultura, pecuária e 
abastecimento, 2002; CIT/SC, 2005). 
 O tratamento padrão oferecido em âmbito hospitalar aos intoxicados por OFs 
consiste na combinação de drogas anticolinérgicas (atropina) e reativadores da enzima 
AChE (oximas) (Rusyniak e Nañagas, 2004). 
Ainda que amplamente utilizadas clinicamente, as oximas têm recebido 
questionamentos quanto ao seu uso em todos os tratamentos de intoxicações por diferentes 
OFs. De fato, sua eficácia nos tratamentos de intoxicações OFs dependem do composto, 
não sendo igual para todos os OFs, o que torna seu uso, algumas vezes, controverso 
(Quinby e Wash, 1964; Willems et al., 1993; Bardin et al., 1994, Rotenberg, 1995, Dawson 
et al., 1997, Thiermann et al., 1999). 
Contudo, grande parte dos pesquisadores assume que, atualmente, não existe uma 
oxima de amplo espectro capaz de contribuir para o tratamento e reversão da síndrome 
determinada pela intoxicação por diferentes OFs. Nesse sentido, esforços estão sendo 
direcionados no desenvolvimento de novas moléculas (oximas) visando uma melhor 
capacidade de reativação enzimática para atenuar sinais e sintomas neurotóxicos induzidos 
pelos compostos OFs (Kassa e Kunesova, 2006). 
Estudos apontam que o tratamento antídoto da intoxicação ao malation não é 
suficientemente efetivo (Sudakin et al., 2000). De fato, há evidências clínicas e bioquímicas 
que a pralidoxima, uma oxima amplamente usada em intoxicações por OF, não é capaz de 
reativar a AChE inibida pelo malation  (Ganendran e Balabaskaran, 1976). Portanto há uma 
clara demanda de reativadores da AChE mais efetivos em comparação com as oximas 
disponíveis atualmente (van Helden et al., 1996; Kassa, 2002; Peter et al., 2006). Nossos 
resultados demonstraram claramente que ambas oximas da série K (Desenvolvidas por 
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Kuka no Departamento de Toxicologia da Faculdade Militar de Ciências da Saúde - 
República Tcheca) (Kuca et al., 2003a,b), nomeadas K027 e K048, foram capazes de 
reativar a enzima AChE de córtex pré-frontal de camundongos inibida após a exposição 
aguda ao malation. 
Ainda que as oximas K027 e K048 representem estruturas químicas intimamente 
relacionadas, a K027 foi um reativador da AChE marcantemente mais efetivo do que a 
oxima K048. De fato, a K027 reativou completamente a AChE inibida pelo malation em 24 
horas após a exposição ao pesticida, enquanto que a K048 reativou parcialmente a AChE 
nesse momento. Tal dado é extremamente importante porque apontam para estas oximas 
assimétricas da série K como compostos promissores para estudos farmacológicos sobre a 
reativação da AChE após intoxicação com malation. 
Kassa e Kunesova (2006), em um estudo comparativo do efeito neuroprotetor das 
oximas inéditas (K027 e K048) com as oximas disponíveis comercialmente (obidoxima e HI-
6), demonstraram que as oximas inéditas K027 e K048 foram mais eficazes em eliminar a 
neurotoxicidade provocada pelo agente tabun em ratos quando comparadas às oximas 
usadas rotineiramente na clinica (obidoxima e HI-6). Num segundo passo, os autores 
investigaram o potencial reativador da AChE entre as duas oximas inéditas, K027 e K048, e 
a oxima K048 foi mais eficaz em reativar a enzima inibida pelo tabun quando comparada 
com a K027. Porém, as duas oximas inéditas tanto K048 quanto a K027 se mostraram 
como sendo ferramentas promissoras para o tratamento de intoxicação por tabun, pois a 
diferença de reativação da AChE entre as duas foi mínima, e as duas mereceram ser 
consideradas. 
Protocolos experimentais in vitro (Petroianu et al., 2005) investigaram o potencial de 
diferentes oximas (K027, K033, K048, BI-6 e metoxima) em reativar a AChE inibida pelo OF 
paraoxon em células sanguíneas. Os resultados do grupo mostraram que as oximas K027 e 
K048 tiveram maior ação farmacológica em reativar a enzima inibida pelo paraoxon quando 
comparadas com as demais oximas avaliadas. 
A eficiência de reativação pelas oximas é atribuída principalmente à velocidade de 
ataque nucleofílico aos organofosforados, mas a eficiência varia com a estrutura química 
dos compostos OFs, a origem da enzima, a estrutura química da oxima e a taxa de 
dealquilação pós-inibitória, conhecida como envelhecimento enzimático (Worek et al., 2002; 
Kovarik et al., 2004). O envelhecimento enzimático é um processo que se origina da cisão 
da ligação P-O, resultando na formação de um complexo colinesterase–fosforil, carregado 
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negativamente (Elhanany et al., 2001), impedindo o ataque nucleofílico por uma oxima. Um 
interessante achado do nosso estudo foi o efeito temporal das oximas em reativar AChE 
inibida pelo malation no córtex pré-frontal de camundongos. Ainda que as oximas não 
tenham tido efeito reativador em 3 horas, houve reativação completa da atividade AChE no 
córtex pré-frontal dos camundongos 24 horas após a intoxicação com malation e o 
tratamento com a K027. Isto indica que a ação desta oxima parece ser suficientemente 
rápida para evitar o envelhecimento da enzima AChE. Do ponto de vista farmacológico, esta 
informação é interessante e estes estão de acordo com estudos prévios que têm 
apresentado redução na letalidade e neurotoxicidade em animais tratados com oxima K027 
expostos a OFs (Kassa, 2006; Kassa & Kunesova, 2006).          
Embora os mecanismos de toxicidade dos OFs não sejam totalmente elucidados, 
sabe-se que as EROs possuem um importante papel na toxicidade desses compostos 
(Almeida et al., 1997; Ray e Banerjee, 1998). Isso porque os radicais livres possuem um 
grande potencial deletério, induzindo dano oxidativo. O malation pode agir diretamente ou 
indiretamente, modificando a capacidade das defesas antioxidantes (Banerjee et al., 1999).  
Há evidências que a inibição da atividade da AChE pelo malation está acompanhada 
pela indução de estresse oxidativo no plasma em ratos submetidos à uma alimentação 
misturada com malation (Abdollahi et al., 2004). 
A respeito disso, Fortunato e seus colaboradores (2006b) têm proposto que o 
estresse oxidativo induzido pelo malation nos cérebros de ratos está associado com a 
modulação das enzimas antioxidantes: catalase e superóxido dismutase. Além disso, estes 
têm demonstrado que o OF malation aumenta a formação de ânion superóxido na 
mitocôndria de determinadas regiões cerebrais de ratos (Delgado et al., 2006).  
Em nossos experimentos, também foi observado o dano oxidativo nos lipídeos do 
córtex pré-frontal de camundongos expostos ao malation. De acordo com nossos achados, 
Delgado e colaboradores (2006) demonstraram que a exposição sub-aguda ao malation 
provocou aumento nos níveis de MDA em diferentes regiões cerebrais de ratos. É 
importante salientar que, em nosso estudo, este fenômeno não foi observado em 3 horas 
após a intoxicação, mas em 24 horas, sugerindo que este não é um evento imediato. Ainda 
que o exato mecanismo molecular relacionado a tal processo não esteja bem esclarecido, 
nossos resultados sugerem que o aumento observado na peroxidação lipídica em animais 
intoxicados com malation não está relacionado a um desequilíbrio na homeostase do 
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sistema antioxidante da glutationa, já que não afetou a atividade das enzimas GPx e GR e 
não alterou os níveis do tripeptídeo. 
Um relevante achado do nosso estudo é que, além destes efeitos benéficos em 
reativar a AChE inibida pelo malation em córtex pré-frontal de camundongos em 24 horas 
após a intoxicação, a oxima K027 também reduziu a peroxidação lipídica induzida pelo 
malation neste mesmo tempo. Estes resultados sugerem uma potencial ligação entre a 
hiperestimulação do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no córtex pré-frontal de 
camundongos após exposição ao malation. Nesse sentido, tem sido evidenciado que a 
superestimulação dos receptores muscarínicos (M1) no córtex frontal pode levar a um 
aumento na concentração de glutamato extracelular (Dijk et al., 1995), sugerindo que a 
acetilcolina produz efeitos excitatórios no córtex pré-frontal. Levando em consideração que 
a excitotoxicidade e o estresse oxidativo no sistema nervoso central são eventos 
relacionados (Aschner et al., 2007), supõem-se que a peroxidação lipídica observada após 
a exposição ao malation está relacionada aos eventos excitotóxicos. Contudo, estudos 
adicionais são necessários para confirmar tal hipótese. 
Em suma, o presente módulo de resultados (Módulo 2) indica que as novas oximas 
desenvolvidas , K027 e K048, são capazes de reativar a enzima AChE inibida pelo malation 
no córtex pré-frontal de camundongos. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a 
peroxidação lipídica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possível ligação entre 
a superestimulação do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no córtex pré-frontal de 
camundongos após exposição ao malation. Tendo em vista que os tratamentos disponíveis 
(baseados em oximas) para intoxicações por malation parecem ser pouco eficazes, os 
dados do presente estudo são muito importantes porque apontam para as oximas 
assimétricas da série K como antídotos promissores para os casos de intoxicação por este 
pesticida OF. 
 
 
 44
7. CONCLUSÕES 
Módulo 1: Efeito da exposição lactacional (pós-natal) ao malation sobre a atividade da 
enzima AChE e variáveis bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de 
camundongos (genitoras e respectiva prole). 
Com os resultados deste estudo, conclui-se que: 
? A exposição ao malation causou uma inibição significante da atividade da AChE no 
cérebro das genitoras, porém, somente na dose mais alta (200 mg/kg). 
? A atividade da AChE cerebral foi inibida na prole exposta lactacionalmente ao  
malation. 
? O efeito inibitório da enzima AChE é revelado na prole mesmo quando as genitoras 
foram expostas a doses mais baixas do malation (20 mg/kg). 
? O efeito da exposição lactacional ao malation sobre a atividade da AChE foi dose-
dependente. 
? O efeito inibitório do malation sobre a atividade da AChE cerebral foi maior em 
camundongos da prole quando comparado com o efeito em suas genitoras.  
? O malation é excretado no leite materno. 
? A exposição lactacional ao malation pode, per se, ser responsável pelos danos 
deletérios na prole, sem a necessidade de intoxicação prévia in utero. 
Módulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na atividade 
da enzima acetilcolinesterase e variáveis bioquímicas relacionadas com o estresse oxidativo 
em córtex pré-frontal de camundongos. 
Com os resultados deste estudo, conclui-se que: 
 
? A atividade da AChE cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida 
(em torno de 55%) em 3 horas depois da exposição ao malation. 
? A atividade da AChE cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida 
(em torno de 55%) em 24 horas depois da exposição ao malation. 
? Nem a atropina nem as oximas foram capazes de eliminar a inibição da AChE cortical 
provocada pelo malation em 3 horas após o tratamento. 
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? A oxima K027 (em combinação com a atropina) reverteu completamente a ocorrência 
de efeito inibitório do malation na atividade da AChE no córtex pré-frontal em 24 
horas após envenenamento. 
? A oxima K048 (em combinação com a atropina) diminuiu significativamente a 
ocorrência de efeito inibitório do malation na atividade da AChE no córtex pré-frontal 
em 24 horas após envenenamento, mas não completamente. 
? A exposição aguda ao OF malation causou um aumento significante na peroxidação 
de lipídeos no córtex pré-frontal de camundongos adultos. 
? O aumento da peroxidação lipídica foi observado somente em 24 h após a 
administração do malation. 
? A oxima K027 foi capaz de diminuir notavelmente a peroxidação lipídica no córtex 
pré-frontal de camundongos adultos em 24 h após intoxicação com malation. 
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9. ANEXOS 
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Lactational exposure to malathion inhibits brain acetylcholinesterase in mice 
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Manuscrito 2 
 
Temporal effects of newly developed oximes (K027, K048) on malathion- induced 
acetylcholinesterase inhibition and lipid peroxidation in mouse prefrontal cortex 
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Abstract 
The potency of newly developed asymmetric bispyridinium oximes (K027, K048) in 
reactivating acetylcholinesterase and in eliminating oxidative stress induced by acute 
exposure to malathion was evaluated in mouse prefrontal cortex using in vivo methods. 
Malathion (1 g/kg, dissolved in saline) was administered subcutaneously. The 
asymmetric bispyridinium oximes K027 or K048 (1/4 of LD50, dissolved in saline, i.p.) 
were administered immediately after malathion and atropine sulfate (20 mg/kg, 
dissolved in saline, i.p.). Control group received saline instead of malathion and 
antidotes. Acetylcholinesterase activity and biochemical parameters related to oxidative 
stress (glutathione levels, glutathione peroxidase and glutathione reductase activity, and 
lipid peroxidation) were evaluated in mouse prefrontal cortex at two different timepoints 
(3 or 24 h after malathion poisoning). Malathion administration markedly inhibited 
cortical acetylcholinesterase activity (around 55%) at 3 h after malathion challenge and 
such inhibition was maintained till 24 h after poisoning. Although neither atropine sulfate 
nor oximes were able to eliminate cortical acetylcholinesterase inhibition at 3 h after 
malathion poisoning, K027 (in combination with atropine) completely eliminated the 
inhibitory effect of malathion exposure on cortical acetylcholinesterase activity at 24 h 
after malathion administration. K048 (in combination with atropine) significantly 
decreased acetylcholinesterase inhibition at 24 h after malathion poisoning. Even 
though glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione reductase 
activities were not affected, malathion administration markedly increased lipid 
peroxidation in the prefrontal cortex at 24 h after poisoning and the oxime K027 (in 
combination with atropine) was able to significantly decrease such phenomenon. Thus, 
our results clearly demonstrate that the newly developed asymmetric bispyridinium 
oximes K027 and K048 are able to reverse malathion-induced acetylcholinesterase 
inhibition in mouse prefrontal cortex. Moreover, the ameliorative effect of the oxime 
K027 on the increased lipid peroxidation observed at 24 h after malathion poisoning 
suggests a potential link between the hyperstimulation of cholinergic system and 
oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure. 
 
 
Keywords: Malathion, organophosphorus compounds, acetylcholinesterase, oximes, 
neurotoxicity, oxidative stress. 
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Introduction 
The organophosphorus (OP) pesticide malathion (O,O-dimethyl-S-1,2-bis ethoxy 
carbonyl ethyl phosphorodithioate), after bioactivation to malaoxon (Forsyth and 
Chambers, 1989; Buratti et al., 2006), exerts its toxic effects by phosphonylation and 
subsequent inactivation of  acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7). The inhibition of 
this enzyme allows the accumulation of acetylcholine in the synaptic terminals of the 
central and peripheral nervous system with subsequent widespread overstimulation of 
cholinergic receptors. This effect is thought to underlie the neurotoxicity elicited by OP 
compounds (Kwong, 2002). Various studies have reported neurotoxic effects of 
malathion exposure in both humans (Komori et al., 1991; Vidair, 2004) and 
experimental animals (Abdel-Rahman et al., 2004; Brocardo et al., 2005; da Silva et al., 
2006). Malathion has been pointed as one of the main contaminants in cases of OP 
intoxication in Santa Catarina, a state in Southern Brazil, according to unpublished data 
obtained from Toxicological Information Center (Centro de Informações Toxicológicas - 
CIT) hosted by the Hospital Universitário, Florianópolis, SC. 
In addition to the inhibition of AChE activity, OP compounds-induced toxicity is 
also related to the pro-oxidative properties of these compounds (Banerjee et al., 1999; 
Verma and Srivastava, 2001; Ranjbar et al., 2002). It was described that malathion 
exposure increases lipid peroxidation in rodent erythrocytes, liver and brain (Hazarika et 
al., 2003; Akhgari et al., 2003). Other studies indicate that the activities of antioxidant 
enzymes were increased, reduced or not changed in the liver, brain and erythrocytes of 
animals poisoned with this compound (Srikanth and Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995; 
Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003). The 
differences found may be due, e.g. to the malathion exposure regime employed 
(Brocardo et al., 2005).  
Even though malathion exposure in Brazil represents an important problem with 
respects to human health (Brocardo et al., 2007), the antidotal treatment of malathion 
poisoning is not sufficiently effective. In fact, malathion poisoning is conventionally 
treated by a combination of atropine (a cholinolytic drug) to antagonize the 
overtimulation of cholinergic muscarinic receptors and AChE reactivators (pralidoxime 
mainly) to reactivate inhibited enzyme. However, clinical experience with pralidoxime is 
disappointing (Sudakin et al., 2000) and its routine use has been questioned. In this 
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regard, there is a clear demand for “broad spectrum” AChE reactivators with a higher 
efficacy than those clinically available (Kassa, 2002). 
Recently, new potential reactivators (K027 and K048) of inhibited AChE were 
developed at the Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec 
Kralove, Czech Republic (Figure 1). These oximes have been reported as excellent 
reactivators of OP compounds-inhibited AChE under in vitro conditions (Kuca et al., 
2005; Petroianu et al., 2007a). Moreover, these oximes have also displayed protective 
effects against OP poisoning under in vivo conditions (Kuca et al., 2005; Petroianu et 
al., 2007b). It is noteworthy that their antidotal effectiveness against OP-induced 
toxicity/AChE inhibition has been shown to be higher when compared to commercially 
available oximes (Kuca et al., 2004, Kuca et al., 2005).  
Taking into account (i) the high incidence of malathion poisoning in Brazil; (ii) the 
low effectiveness of the current antidotal treatment of malathion poisoning; and (iii) the 
evident beneficial effects of the oximes K027 and K048 on poisonings with OP 
compounds others than malathion, the aim of this study was to investigate the potential 
protective effects of the asymmetric bispyridinium oximes (K027 and K048) in 
reactivating inhibited AChE in mouse prefrontal cortex after acute malathion poisoning. 
Since oxidative stress has been pointed as an important mechanism involved with 
malathion toxicity, the potency of K027 and K048 to counteract this phenomenon was 
also evaluated.   
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Materials and methods 
 
Chemicals 
Commercial-grade malathion (O,O-dimethyl-S-1,2-bis ethoxy carbonyl ethyl 
phosphorodithioate, 95% purity, CAS 121-75-5) was purchased from Dipil Chemical Ind. 
(Brazil). β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt reduced form, 5-5′-
dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid, glutathione reductase from baker's yeast, and reduced 
glutathione were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). The newly synthesized 
oximes were designated as K027 (1-(4-hydroxyiminomethyl pyridinium)-3-(4-
carbamoylpyridinium) propane dibromi- de) and K048 (1-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-carbamoylpyridinium) butane dibromide). Their 
chemical structures (Figure 1) were derived from the structures of currently used AChE 
reactivators, especially HI-6. Their synthesis was described previously (Kuca et al., 
2003a, b). All other chemicals were of the highest grade available commercially 
 
Animals 
Adult Swiss Albino mice (female), 60 days old, from our own breeding colony were 
maintained at 25 °C, on a 12 h light cycle:12 h dark cycle, with free access to food 
(Nuvital, PR, Brazil) and water. All used animals were originated from sibling mothers 
and fathers. Mice were randomly divided in five different experimental groups. All 
experiments were conducted in accordance with the Guiding Principles in the Use of 
Animals in Toxicology, adopted by the Society of Toxicology (1989) and were approved 
by our ethics committee for animal use at the Universidade Federal de Santa Catarina 
(313/CEUA; 23080.026023/2004-39/UFSC). 
 
Treatment 
Sixty animals were randomly divided in five groups (A-E) with 12 animals each. Animals 
from groups B-E received a single subcutaneous (s.c.) injection of malathion (1 g/kg, 
1/3 LD50, dissolved in saline). Animals from groups C-E received a single intraperitoneal 
(i.p.) injection of atropine sulfate (20 mg/kg, dissolved in saline). The asymmetric 
bispyridinium oximes K027 (150 mg/kg; ¼ da DL50) or K048 (180 mg/kg; ¼ da DL50, 
dissolved in saline) were administered intraperitoneally to animals from groups D and E, 
respectively. DL50 were based on a previous study (Kuca et al., 2005a). All compounds 
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were administered almost simultaneously, with 10 seconds intervals between each 
administration. The order of administration was malathion or saline (s.c.), followed by 
atropine or saline (i.p.), followed by oxime or saline (i.p.). So, all animals received one 
subcutaneous and two intraperitoneal injections. Control group (A) received only vehicle 
(saline, 10 ml/kg) instead of malathion, atropine and oxime.  
 
Tissue preparation for biochemical analyses 
At two different timepoints (3 or 24 h after treatment), animals were killed by 
decapitation: 6 animals per group per timepoint. The prefrontal cortices were 
homogenized (1:5 w/v) in HEPES 25 mM, pH 7.4 buffer and the tissue homogenates 
were rapidly centrifuged at 20,000 × g, at 4 °C for 30 min. The supernatants obtained 
were used for the determination of enzymatic activities and for the quantification of the 
level of glutathione and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). 
 
Biochemical analyses 
Acetylcholinesterase activity: Brain acetylcholinesterase activity was estimated by the 
method of Ellman et al. (1961), using acetylthiocholine iodide as a substrate. The rate of 
hydrolysis of acetylthiocholine iodide is measured at 412 nm through the release of the 
thiol compound which, when reacted with DTNB, produces the color-forming compound 
TNB.  
 
Antioxidant enzymes: Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured by the 
Wendel (1981) method, using tert-butylhydroperoxide as a substrate. NADPH 
disappearance was monitored by a spectrophotometer at 340 nm. Glutathione 
reductase (GR) activity was determined by the method described by Carlberg and 
Mannervik (1985). The rate of GSSG reduction was indirectly determined through 
monitoring the NADPH disappearance at 340 nm. 
 
Glutathione levels and lipid peroxidation: Glutathione was measured as nonprotein 
thiols based on Ellman (1959) minor modifications (Farina et al., 2003). Lipid 
peroxidation was measured as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) based 
on Ohkawa et al. (1979). 
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Determination of protein: The protein content was quantified by the method of Bradford 
(1976), using bovine serum albumin as a standard. 
 
Statistical analysis 
Differences between groups were evaluated by one-way ANOVA, followed by Duncan's 
multiple range tests when appropriate. 
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Results 
Figure 2 describes the effects of the exposures to malathion and the oximes 
K027 or K048 (in combination with atropine) on prefrontal cortical AChE activity at 3 h 
(Figure 2A) and 24 h (Figure 2B) after poisoning. Malathion exposure markedly inhibited 
cortical AChE activity (around 55%) at 3 h and such inhibition was maintained until 24 h 
after malathion challenge. Although neither atropine nor oximes were able to eliminate 
cortical AChE inhibition at 3 h after malathion treatment, K027 completely reversed the 
inhibitory effect of malathion exposure on prefrontal cortical AChE activity at 24 h after 
poisoning. The oxime K048 (in combination with atropine) significantly decreased AChE 
inhibition at 24 h after malathion poisoning but it was not be able to eliminate AChE 
inhibition completely.  
Figure 3 shows the effects of the exposures to malathion and the oximes K027 or 
K048 (in combination with atropine) on prefrontal cortical thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS, marker of lipid peroxidation) at 3 h (Figure 3A) and 24 h (Figure 
3B) after poisoning. Malathion exposure significantly increased lipid peroxidation in the 
prefrontal cortex, but this effect was observed only at 24 h after malathion 
administration. The oxime K027, which completely reactivated AChE at 24 h after 
malathion poisoning, was able to significantly decrease the induced lipid peroxidation at 
this timepoint. 
Biochemical parameters related to the glutathione antioxidant system 
(glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione reductase activities) 
were not changed in the prefrontal cortex at 3 h as well as 24 h after poisoning with 
malathion (Table 1). 
 
 79
Discussion 
Malathion, which is an organophophorothionate pesticide with relative low 
toxicity, can be activated by the cytochrome P450 system by oxidative desulfuration to 
form malaoxon, an effective inhibitor of AChE (Forsyth and Chambers, 1989; Buratti et 
al., 2006). Malathion has been pointed as one of the main contaminants in cases of 
organophosphorus (OP) intoxication in Santa Catarina, a state in Southern Brazil, 
according to unpublished data obtained from Toxicological Information Center (Centro 
de Informações Toxicológicas - CIT) hosted by the Hospital Universitário, Florianópolis, 
SC. However, the antidotal treatment of malathion poisonings is not sufficiently effective 
(Sudakin et al., 2000). In fact, there are biochemical and clinical evidences that 
pralidoxime, a widely used oxime in OP poisoning, does not reactivate human AChE 
inhibited by malathion exposure (Ganendran & Balabaskaran, 1976). Therefore, there is 
a clear demand for more effective AChE reactivators in comparison with currently 
available oximes (van Helden et al., 1996; Kassa, 2002; Peter et al., 2006). Our results 
clearly demonstrated that both oximes from the K-series (developed by Kuca from 
Department of Toxicology of the Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove, 
Czech Republic - Kuca et al., 2003a,b), namely K027 and K048, were able to reactivate 
inhibited AChE in prefrontal cortex of mice acutely exposed to malathion. Even though 
the oximes K027 and K048 represent closely related chemical structures, K027 was 
markedly more effective AChE reactivator than K048. Indeed, K027 completely 
reactivated the inhibited AChE at 24 h after malathion exposure while K048 only 
partially reactivated the enzyme at this timepoint. Such data are extremely important 
because they render asymmetric bispyridinium oximes of the K-series as promising 
compounds for pharmacological studies on AChE reactivation after malathion 
poisoning. 
The effectiveness of oxime reactivation is primarily attributed to the nucleophilic 
displacement rate of organophosphates, but the efficiency varies with the chemical 
structure of the OP compound, the source of enzyme, the chemical structure of the 
oxime and the rate of post-inhibitory dealkylation known as aging (Worek et al., 2002; 
Kovarik et al., 2004). The aging is a process that proceeds through P-O bond scission, 
which results in formation of a negatively charged phosphonyl-cholinesterase complex 
(Elhanany et al., 2001), thwarting nucleophilic attack by an oxime. An interesting finding 
of our study was the temporal effect of the oximes in reactivating the inhibited AChE 
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after malathion poisoning in mouse prefrontal cortex. Even though the oximes had no 
reactivating effects at 3 h, the complete reactivation of mouse prefrontal cortical AChE 
activity at 24 h after malathion poisoning and K027 treatment indicate that its 
pharmacological effects appear to be fast enough to avoid AChE aging. From a 
pharmacological point of view, this information is interesting and it is in agreement with 
previous studies that have shown decreased lethality and neurotoxicity in OP-exposed 
animals treated with K027 (Kassa, 2006; Kassa & Kunesova, 2006).          
Even though several studies have shown that malathion exposure induces 
oxidative stress (Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003; Brocardo et al., 2005; 
Fortunato et al., 2006a), the molecular mechanisms involved in this phenomenon are 
not completely understood. In this regard, Fortunato and his co-workers (2006b) have 
proposed that malathion-induced oxidative stress in rat brain is associated to the 
modulation of the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase. In addition, 
it was shown that malathion increased the in vitro formation of superoxide anion in the 
mitochondria of rat brain regions (Delgado et al., 2006). In our experiments, a high 
oxidative damage toward lipids of the prefrontal cortex of malathion-exposed mice was 
observed. It is noteworthy that this phenomenon was not observed at 3 h after 
poisoning, but at 24 h, suggesting that it is not an immediate event. Even though the 
exact molecular mechanism related to such process is not clear, our results suggest 
that the observed increased lipid peroxidation in animals poisoned with malathion is not 
related to a potential dyshomeostasis of the glutathione antioxidant system.  
A remarkable finding of our study is that, beside its beneficial effects in 
reactivating the inhibited AChE in mouse prefrontal cortex at 24 h after malathion 
poisoning, K027 also decreased the induced lipid peroxidation at this timepoint. These 
results suggest a potential link between the hyperstimulation of cholinergic system and 
oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure. In this regard, 
it has been evidenced that the overstimulation of muscarinic (M1) receptors in the frontal 
cortex could lead to increased extracellular glutamate concentrations (Dijk et al., 1995), 
suggesting that acetylcholine produces excitatory effects in the prefrontal cortex. Taking 
into account that excitotoxicity and oxidative stress in the central nervous system are 
events that stimulate each other (Aschner et al., 2007), one could suppose that the 
observed lipid peroxidation after malathion exposure is related to excitotoxic events. 
However, additional studies are necessary to confirm such hypothesis. 
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In summary, the present study indicates that the newly developed asymmetric 
bispyridinium oximes K027 and K048 are able to reactivate inhibited AChE in mouse 
prefrontal cortex after acute malathion exposure. Moreover, the ameliorative effect of 
the oxime K027 on the induced lipid peroxidation at 24 h after malathion poisoning 
suggests a potential link between the overstimulation of cholinergic system and 
oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure. Since the 
available oxime-based treatment of malathion poisonings appear to be ineffective, the 
present data are very important because they render asymmetric bispyridinium oximes 
of the K-series as promising antidotes for malathion poisoning.  
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Legends 
 
Figure 1: Chemical Structure of oximes used. 
 
Figure 2: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse 
prefrontal cortex acetylcholinesterase activity. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h 
(B) after malathion poisoning. Acetylcholinesterase activity is expressed as nmol of 
substrate hydrolyzed/min/mg protein and represented as mean ± SD (n = 6 animals per 
group). Different symbols above the bars indicate significant differences (p < 0.05) by 
analysis of variance followed by Duncan multiple range test.  
  
Figure 3: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse 
prefrontal cortex lipid peroxidation. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h (B) after 
malathion poisoning. Lipid peroxidation was measured as thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS). Data are expressed as nmol of malondialdehyde (MDA)/mg 
protein and represented as mean ± SD (n = 6 animals per group). Different symbols 
above the bars indicate significant differences (p < 0.05) by analysis of variance 
followed by Duncan multiple range test.  
 
Table 1: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse 
prefrontal cortex glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione 
reductase activities. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h (B) after malathion 
poisoning. Glutathione (GSH) levels are expressed as nmol/mg protein. Glutathione 
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) activities are expressed as nmol of 
NADPH oxidized/min/mg protein. Data are represented as mean ± SD (n = 6 animals 
per group). Significant differences (p < 0.05) between groups were not found. 
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Referências Bibliográficas e Resumo para Base de Dados e Bibliografia anotada 
SILVA, Aline Preve da. Avanços sobre a neurotoxicidade induzida pelo pesticida 
organofosforado malation em modelos experimentais com camundongos . 
Florianópolis. 2007. 108p. Dissertação (Mestrado em Neurociências) – Curso de Pós- 
Graduação em Neurociências. Universidade Federal de Santa Catarina. 
O pesticida organofosforado (OF) Malation é um composto utilizado como inseticida em 
áreas urbanas e rurais. Sabe-se que a toxicidade dos OFs é atribuída à inibição da enzima 
acetilcolinesterase (AChE), causando neurotoxicidade tanto em humanos quanto em animais. 
Além da inibição da AChE, a toxicidade dos OFs está também relacionada com as 
propriedades pró-oxidantes desses compostos. Um dos objetivos deste trabalho foi investigar 
a contribuição exclusiva da exposição ao malation através do leite materno sobre a atividade 
da AChE, bem como sobre parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo (níveis 
de glutationa, peroxidação de lipídeos e atividade das enzimas glutationa peroxidase e 
glutationa redutase), no encéfalo de camundongos (genitoras e prole). As genitoras foram 
expostas ao malation através de injeções diárias e subcutâneas nas doses de 20, 60 e 200 
mg/kg do peso corporal, durante o período lactacional (1º ao 21º dia pós-natal). Após a última 
injeção, dois animais de cada prole e suas respectivas genitoras foram sacrificados por 
decapitação. Removeu-se o encéfalo para a análise das variáveis bioquímicas. Os resultados 
mostraram que a exposição lactacional ao malation causou um alto efeito inibitório na 
atividade do AChE no cérebro da prole, mesmo quando as mães foram expostas à menor dose 
do malation (20 mg/kg). A atividade da AChE cerebral também foi inibida nas mães; 
entretanto, somente na dose mais elevada do composto (200 mg/kg). Nenhuma mudança foi 
observada nos parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo, tanto nas mães 
quanto nas proles. Esta fase do estudo mostra que a exposição (via lactação) de camundongos 
neonatos ao malation inibe a atividade da AChE no cérebro da prole. Este dado, somado ao 
fato de que os pesticidas OF são excretados no leite materno, torna relevante a exposição 
lactacional a estes xenobióticos em termos de interesses a saúde humana. 
Sabe-se que o tratamento antídoto para a intoxicação por malation, que é baseado na 
combinação de atropina e um reativador da enzima acetilcolinesterase (principalmente a 
pralidoxima), não é suficientemente eficaz. Desta forma, o outro objetivo deste trabalho foi 
avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas inéditas (K027 e K048) na reversão do 
efeito inibitório na atividade da AChE e na eliminação do estresse oxidativo em córtex pré-
frontal de camundongos expostos ao malation. Para este propósito, utilizaram-se 
camundongos adultos. O malation foi administrado subcutaneamente na dose de 1 g/kg. As 
oximas inéditas K027 e K048 (1/4 da LD50, dissolvidas em salina, i.p) foram administradas 
imediatamente após o malation e o sulfato de atropina (20 mg/kg, dissolvido em salina i.p). A 
atividade da AChE e os parâmetros bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo (níveis 
glutationa, atividade da glutationa peroxidase e redutase, e peroxidação lipídica) foram 
avaliados no córtex pré-frontal destes camundongos em dois tempos diferentes (3 e 24 horas 
após a exposição). Os resultados do experimento mostraram que atividade da AChE cérebro-
cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida (em torno de 55 %) em 3 
horas e se manteve inibida até 24 horas após a exposição ao malation. Nem a atropina nem as 
oximas foram capazes de eliminar a inibição da AChE cortical provocada pelo malation em 3 
horas após o tratamento. A oxima K027 (em combinação com a atropina) impediu 
completamente a ocorrência de efeito inibitório do malation na atividade da AChE no córtex 
pré-frontal em 24 horas após o envenenamento. A oxima K048 (em combinação com a 
atropina) diminuiu significativamente, mas não completamente, o efeito inibitório do 
malation na atividade da AChE no córtex pré-frontal em 24 horas após envenenamento. A 
exposição aguda ao OF malation causou um aumento significativo na peroxidação de lipídeos 
no córtex pré-frontal dos animais. O aumento da peroxidação lipídica foi observado somente 
em 24 h após a administração do malation. A oxima K027 foi capaz de diminuir 
notavelmente a peroxidação lipídica no córtex pré-frontal de camundongos adultos em 24 h 
após intoxicação com malation. Estes resultados demonstraram que as oximas inéditas K027 
e K048 foram capazes de reativar a enzima AChE no córtex pré-frontal de camundongos 
expostos ao malation. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a peroxidação 
lipídica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possível ligação entre a super-
estimulação do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no córtex pré-frontal de 
camundongos após a exposição ao malation. Tendo em vista que os tratamentos disponíveis 
(baseados em oximas) para intoxicações por malation parecem ser pouco eficazes, os dados 
do presente estudo são muito importantes porque apontam para as oximas assimétricas da 
série K como antídotos promissores para os casos de intoxicação por este pesticida. 
Palavra- chave: malation; organofosforados; exposição lactacional; acetilcolinesterase; 
neurotoxicidade; oximas; estresse oxidativo. 
